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V 
 In the long-running history of biocatalysis, the last decades have seen an increasing 
interest in the use of enzymes in substitution for traditional chemical processes. Enzymes bring 
notable advantages, such as higher specificity and efficiency in bioconversions due to their regio- 
and stereoselectivity. Also, since they allow eliminating organic solvents and other contaminants, 
their use lessens the environmental impact of the reactions, a critical subject in a human society 
aiming for sustainability. In this regard, great efforts have been made in widening the array of 
enzymes able to perform either new enzymatic reactions or enhance previously available ones. 
During the last years, thermophilic microorganisms have received a special attention  as sources for 
new biocatalyst. This is due to the increased thermostability and resistance to denaturation they 
offer in comparison with mesophilic enzymes, which allows more flexible conditions and longer half 
lives when used at an industrial scale. 
 The aim of this Thesis is the identification of new biotechnologically interesting enzymatic 
activities in thermophilic microorganisms, with the aim of overproducing and characterizating a 
number of these enzymes for their application in a biocatalytical process. Several test reactions 
were performed on a set of eleven strains of Thermus thermophilus. The reaction of synthesis of 
nucleosides analogues by transglycosilation was considered particularly promising. 
 Three novel nucleosides phosphorylases from T. thermophilus HB27 were identified as the 
enzymes involved in the transglycosilation. These enzymes were cloned and characterized in 
regards to their specificity, kinetic properties and quaternary structure. The reaction parameters 
were optimized. The enzymes showed remarkable properties derived from their thermophilic 
nature, such as a wide range of optimal pH and activity beyond water-boiling point. We described 
for the first time the synthesis of compounds with therapeutical properties, using a thermophilic 
nucleoside phosphorylase at temperatures up to 80⁰C. After biochemical characterization, the 
selectivity against arabinose nucleosides of one of the enzymes was enhanced in a 30% by Directed 
Evolution. Finally, the enzymes were immobilized onto solid supports, obtaining derivates that 
retained the enzymatic activity while enhancing their natural thermostability. 
 As a result of our work, three new thermostable nucleoside phosphorylases, active in the 
synthesis of derivates of 2,6-diaminopurine, 5-halouracil or arabinose nucleosides, currently 
applied in the treatment of several human diseases, are described. These enzymes show enhanced 
properties compared to currently available mesophilic nucleosides phosphorylases. Our results 
involve the enhancement of the production of biotechnologically important enzymes that will 
permit a higher efficient synthesis of therapeutically relevant compounds at a reduced cost and 
hence a broader availability for the increased global demand for new drugs and treatments. 
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1 INTRODUCCIÓN 
 
1.1 LOS LÍMITES DE LA VIDA 
 Resulta difícil definir qué condiciones son necesarias para la vida. En su búsqueda más 
allá de las fronteras de la Tierra, el ser humano ha formulado una definición de las mismas 
basándose en parámetros que son válidos en nuestro planeta como criterio de identificación 
de hábitats potenciales. Sin embargo, y aunque esto no implique necesariamente que sistemas 
biológicos organizados bajo diferentes premisas, como por ejemplo el uso de un disolvente 
universal distinto del agua, no sean posibles, la ausencia de un modelo alternativo en la Tierra 
nos obliga a restringir la búsqueda de potenciales nichos ecológicos a aquellos que presentan 
similitud con los de nuestro planeta. Existe, por lo tanto, un concepto de condiciones estándar 
cuyo valor central, u “óptimo”, se dibuja sobre aquellas que son aplicables al ser humano: 
temperaturas en el rango de los 20 y 25⁰C, valores de pH neutros, presión atmosférica y 
atmósfera oxidante. Sin embargo, desde la introducción del concepto de termofilia por Brock 
(Brock, 1985) hasta la actualidad, estos límites impuestos por nuestro conocimiento se han 
visto ampliados paulatinamente, y cada vez conocemos más ejemplos de organismos capaces 
de acomodarse a condiciones que se alejan radicalmente del estándar, en ocasiones llevando a 
cabo adaptaciones tan profundas en sus mecanismos moleculares fundamentales que se 
hacen dependientes de las mismas. No obstante, y debido a la necesidad de sistematizar el 
concepto de condición extrema, se han propuesto diferentes definiciones. Una de ellas es la 
que denomina ambiente extremo a aquel que requiere grandes modificaciones en los 
organismos que lo habitan (Boston, 1999), si bien parte de la comparación con un modelo 
cuyas características adaptativas deberían ser consideradas neutras. Otra definición que se 
aleja del punto de vista antropocéntrico define ambiente extremo como aquél cuyas 
limitaciones imponen una baja diversidad biológica, encontrándose ejemplos de ecosistemas 
que se componen de una única especie (Chivian y cols., 2008). 
 Las adaptaciones encontradas en estos organismos extremófilos cubren un amplio 
espectro de variables fisicoquímicas que permiten su clasificación. Así, atendiendo a la 
temperatura de crecimiento óptimo, encontramos organismos psicrófilos cuando ésta se sitúa 
por debajo de los 20⁰C (ej. géneros Pseudoalteromonas o Shewanella), mesófilos cuando se 
sitúa entre los 20 y los 40⁰C y diferentes grados de termófilos cuando es superior a 40⁰C (ej. 
géneros Thermus o Pyrolobus). También podemos hablar de halófilos cuando habitan entornos 
con alta fuerza iónica (ej. género Halomonas), de acidófilos o alcalófilos cuando habitan pHs 
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extremos (ej. géneros Acidiphilium o Bacillus) o de piezófilos (antes barófilos) que crecen 
sometidos a altas presiones (ej. género Colwellia). Otras categorías atienden a características 
más específicas como los xerófilos, que crecen en condiciones de baja humedad, los 
metalófilos o los microaerófilos. Además, dado que es frecuente que un hábitat extremo 
presente múltiples condiciones simultáneamente, existen abundantes ejemplos de 
extremófilos múltiples (Mesbah y Wiegel, 2008). 
 Los ejemplos de extremófilos anteriormente mencionados ponen de manifiesto una 
representación mayoritaria de los dominios Archaea y Bacteria, debido a su flexibilidad 
genética y a unos tiempos de generación cortos que aceleran los procesos evolutivos de 
adaptación y selección. Sin embargo, existen notables ejemplos de organismos multicelulares 
pertenecientes al reino Eukarya que han desarrollado sistemas de adaptación a condiciones 
extremas, como el poliquétido marino Alvinella pompejana, capaz de vivir en fuentes 
hidrotermales a 80⁰C de temperatura (Desbruyéres y Laubier, 1980), psicrófilos como los 
insectos pertenecientes al suborden Grylloblattodea (Erwin, 1996) o el crustáceo Euphausia 
superba (Hamner y cols., 1983), y el que quizá sea el ejemplo más sorprendente de todos, el de 
los artrópodos pertenecientes al filo Tardigrada, que en condiciones adversas adoptan una 
forma letárgica en la que han mostrado resistencia a temperaturas cercanas al cero absoluto 
(Becquerel, 1950), radiaciones extremas (Horikawa y cols., 2006) y períodos prologados de 
sequía (Guidetti y Jönsson, 2002), e incluso han sobrevivido durante días adheridos al exterior 
de vehículos en órbita espacial alrededor de la Tierra (Jönsson y cols., 2008).  
 
1.2 MICROORGANISMOS TERMÓFILOS 
 Dentro de los diferentes tipos de extremófilos, los termófilos han sido en las últimas 
décadas objeto de especial interés para la comunidad científica debido a sus implicaciones 
evolutivas y bioquímicas. En su mayoría son microorganismos pertenecientes a los dominios 
Bacteria y Archaea, y, según su temperatura óptima de crecimiento, se pueden dividir en 
termófilos moderados (45-65⁰C), termófilos extremos (65-80⁰C) e hipertermófilos (>80⁰C). 
Entre las bacterias, las mayores temperaturas de crecimiento observadas se sitúan en 90 y 
95⁰C para Thermotoga marítima y Aquifex pyrophilus, respectivamente. Sin embargo, son 
especies pertenecientes al dominio Archaea las que han mostrado las mayores temperaturas 
de crecimiento óptimo, con ejemplos como el de Pyrolobus fumarii, capaz de crecer a una 
temperatura máxima de 113⁰C (Blochl y cols., 1997). Actualmente, el límite superior de la vida 
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lo representa la arquea denominada cepa 121, capaz de crecer, en condiciones de laboratorio, 
a 121⁰C (Kashefi y Lovley, 2003). 
 El estudio de estos microorganismos tiene un particular interés evolutivo, ya que tanto 
en los árboles filogenéticos basados en ARNr 16S (Schwartzman y Lineweaver, 2004) como en 
los basados en duplicados de secuencias proteicas (Iwabe y cols., 1989; Woese y cols., 1990), 
los hipertermófilos ocupan las ramas más cortas y profundas (Figura 1.1), dibujando una línea 
temporal de la Tierra donde parte de las especies se habría adaptado paulatinamente a 
temperaturas más bajas según el planeta reducía su temperatura, mientras los termófilos 
habrían quedado confinados a los que actualmente son sus nichos ecológicos (Wachtershauser, 
1998).  
A 
 
 
B 
 
Figura 1.1 Árboles filogenéticos basados en A) secuencia 
del rRNA 16S (Schwartzman y Lineweaver, 2004). Todos 
los mesófilos tienen antecesores hipertermófilos 
mientras que no observa lo contrario salvo en el caso de 
Archaeoglobus, que prodría haber adquirido su 
termofilia por transferencia horizontal de genes; B) 
secuencia de proteínas, mostrando en negrita las ramas 
hipertermofílicas (Woese y cols., 1990). Ambas 
clasificaciones posicionan los géneros termófilos en las 
ramas más cortas de la evolución. 
 
 En las especies termófilas conocidas hasta la fecha se han observado diversidad de 
metabolismos, encontrando cepas tanto aerobias como anaerobias, y desde 
quimiolitoautótrofas hasta heterótrofas (Niehaus y cols., 1999). Esta variedad, unida al 
creciente número de genomas secuenciados, dota a estos microorganismos de un gran 
potencial como fuente de enzimas cuyas propiedades inherentes son de especial interés en 
procesos de biocatálisis (ver más adelante). 
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1.2.1 El género Thermus 
 Dentro de los microorganismos termófilos, Thermus es quizá el género más 
paradigmático. En la actualidad se conocen cientos de cepas pertenecientes a este género 
(Brock y Freeze, 1969), aisladas en diferentes puntos del planeta. Este género está 
representado por bacilos inmóviles de tinción Gram-negativa que crecen formando filamentos 
concatenados en cultivos exponenciales, que son separados por fisión binaria al alcanzar la 
fase estacionaria, y que suelen acumular carotenoides que les proporcionan un color amarillo-
anaranjado. En su amplia mayoría son aerobios, siendo el oxígeno el único aceptor de 
electrones que permite el crecimiento en muchas cepas (Da Costa y cols., 2001), aunque se 
conocen cepas facultativas de Thermus thermophilus que crecen en anaerobiosis por 
desnitrificación parcial o total (Cava y cols., 2008).  
 Evolutivamente, estudios comparativos del ARNr 16S y de las secuencias de proteína 
de los miembros de este género les han situado junto al género Deinococcus, formando una 
rama filogenética independiente del árbol bacteriano (Weisburg y cols., 1989; Griffiths y Gupta, 
2004; Omelchenko y cols., 2005; Griffiths y Gupta, 2007). Estudios de genómica comparativa 
han propuesto que tras la divergencia de ambos géneros a partir de un antecesor mesófilo, 
Thermus adquirió su carácter termófilo por transferencia horizontal de genes tanto de 
bacterias como de arqueas hipertermófilas, mientras que Deinococcus mantuvo su carácter 
mesófilo y adquirió otras resistencias, como la radioresistencia exhibida por D. radiodurans, y 
que los correspondientes genes adaptativos se alojan en un megaplásmido de origen común y 
de gran variabilidad (Omelchenko y cols., 2005). La posición filogenética del filo Deinococcus-
Thermus es, sin embargo, menos clara y aún constituye motivo de debate. Estudios 
comparativos del ARNr 16S la sitúan como una de las ramas más antiguas del dominio Bacteria, 
tras Thermotoga y Aquifex (Woese, 1987), mientras que otros estudios, basados en el análisis 
de Indels (inserciones y deleciones en proteínas) y de la estructura de la envuelta celular, 
sitúan a este filo en una posición intermedia entre Gram-positivos y Gram-negativos (Gupta, 
2000). La secuenciación de nuevos genomas ha permitido realizar análisis de COGs (Cluster of 
Orthologous Groups) que han apoyado esta última teoría (Ciccarelli y cols., 2006).  
 La facilidad de su crecimiento y mantenimiento en el laboratorio, la creciente 
disponibilidad de genomas en las bases de datos, y características como la competencia 
natural que presentan los microorganismos del género Thermus, que pueden incorporar ADN 
exógeno a una velocidad de hasta 40 kb.s-1 (Averhoff y Muller, 2010), así como la facilidad de 
cristalización de sus proteínas, han hecho de este género un modelo ideal para el estudio de 
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las bases moleculares de la termofilia (Cava y cols., 2009), y ha dado lugar a un programa de 
genómica estructural dedicado a la cepa T. thermophilus HB8 (Jenney y Adams, 2008). 
 
1.3 BASES MOLECULARES DE LA TERMOFILIA 
 Los microorganismos termófilos deben enfrentarse constantemente a la degradación y 
desensamblaje de los complejos macromoleculares que los componen a causa de las 
temperaturas a las que proliferan. Se han llevado a cabo amplios estudios de las adaptaciones 
que presentan los microorganismos hipertermófilos, en especial arqueas, tanto de estabilidad 
conformacional de proteínas y ácidos nucleicos, como de fluidez de membranas y estabilidad 
química de metabolitos esenciales. Aunque se ha observado que estos organismos presentan 
modificaciones en ocasiones muy sustanciales, sobre todo en aquellos organismos que crecen 
a más de 90⁰C, no se ha conseguido establecer una sistemática acerca de las bases 
moleculares de la termofilia, siendo difícil discernir las variaciones, encontradas tanto en 
bacterias como en arqueas, que se atribuyen a una adaptación a las altas temperaturas de 
aquellas otras que se deben a la separación filogenética entre especies (Daniel y Cowan, 2000). 
Además, debido a la dificultad de llevar a cabo estudios in vivo, la amplia mayoría de los datos 
disponibles acerca de la termoestabilidad de macromoléculas y metabolitos se han obtenido in 
vitro, donde es muy difícil replicar las condiciones fisicoquímicas del citoplasma de estos 
microorganismos. Por lo tanto, la verdadera magnitud del efecto que tiene la temperatura 
sobre los sistemas biológicos aún no puede ser verificada, por lo que el límite superior para la 
vida podría elevarse por encima de los actualmente propuestos 140⁰C.  
 A continuación se describen las modificaciones más comunes observadas en ácidos 
nucleicos, lípidos, metabolitos y proteínas. 
 
1.3.1 Ácidos nucleicos 
 Cuando se someten a altas temperaturas, los ácidos nucleicos sufren desnaturalización 
por separación de la doble cadena, y se producen modificaciones degradativas espontáneas 
sobre las pentosas y las bases nitrogenadas, por lo que las estrategias desarrolladas por estos 
microorganismos al respecto están orientadas a la preservación de la estructura y a un sistema 
de reparación eficiente. 
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  Tanto en bacterias como en arqueas, se han observado altas concentraciones 
intracelulares de sales como el di-inositol-1,1’-fosfato potásico (Scholz y cols., 1992) y el 2,3-
difosfoglicerato cíclico (Hensel y König, 1988), que estabilizan la estructura secundaria de los 
ácidos nucleicos, así como poliaminas policatiónicas tales como putrescina, espermidina, 
norespermidina, termoespermidina y espermina, que aumentan la temperatura de fusión del 
ADN (Friedman y Oshima, 1989). Aunque el aumento del contenido G+C se relaciona de 
manera directamente proporcional con la temperatura de desnaturalización del ADN, no se ha 
podido establecer una correlación entre el contenido molar de estos nucleótidos y la 
temperatura máxima; sin embargo, el contenido en G+C del ARNr 16S es significativamente 
más alto en arqueas hipertermófilas (Grogan, 1998). Más generalizada, tanto en arqueas como 
en bacterias, es la existencia de una topoisomerasa I dependiente de ATP (girasa reversa) que 
introduce superenrollamientos positivos en la doble cadena de ADN (Kikuchi y Asai, 1984), así 
como la asociación con proteínas catiónicas similares a histonas, formando estructuras 
estables similares a nucleosomas en arqueas (Pereira y cols., 1997). Además, debido a la 
pérdida espontánea de bases, generando sitios apurínicos y apirimidínicos, y a la desaminación 
de citosina y 5-metilcitosina que se produce espontáneamente a altas temperaturas, existe un 
mayor requerimiento de una maquinaria de reparación eficiente, habiéndose identificado 
homólogos de diferentes sistemas de reparación de escisión de base, desaminación y 
recombinación tanto en bacterias como en arqueas (Grogan y cols., 1998). 
 Finalmente, los microrganismos termófilos deben adoptar estrategias orientadas a 
preservar la integridad del ARNt debido a la fuerte relación estructura-función del mismo. En 
arqueas, este problema se aborda fundamentalmente mediante modificación post-
transcripcional tanto de la base como de la ribosa, siendo la modificación más extendida la 
metilación de la ribosa en posición 2’ (Edmonds y cols., 1991), sin embargo, la información 
disponible acerca de los mecanismos adoptados por bacterias a este respecto sigue siendo 
limitada. 
 
1.3.2 Lípidos y membranas 
 La regulación de la fluidez de la membrana juega un factor clave en el correcto 
funcionamiento de la membrana lipídica. En organismos mesófilos, ésta se compone de 
fosfolípidos cuyo contenido de ácidos grasos insaturados determina el estado de fluidez de la 
misma. Sin embargo, las altas temperaturas de los hábitats que ocupan los organismos 
termófilos, y en especial los hipertermófilos, que sufren acusadas fluctuaciones de 
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temperatura, precisan de una composición de membrana diferente para mantener su función. 
Las estrategias adoptadas por arqueas y bacterias difieren en este punto.  
 La membrana típica de arqueas hipertermófilas está compuesta por una monocapa de 
di-bifitanil-di-glicerol-tetraéter (40C) en los que se reemplazan los enlaces éster, típicos de 
mesófilos, por enlaces éter más estables que previenen la degradación de los componentes de 
membrana. También se sustituyen los ácidos grasos por fitanol, que permite mayor grado de 
empaquetamiento, lo que otorga una mayor cohesión y reduce el grado de libertad 
traslacional de la membrana (De Rosa y cols., 1986; Langworthy y Pond, 1986; Kates, 1993). 
Los componentes de membrana de arqueas pueden presentar grandes modificaciones tanto 
en las cadenas de fitanol (Gliozzi y cols., 1983) como en las cabezas polares, que se conjugan 
con residuos glicosídicos para proporcionar mayor estabilidad (van de Vossenberg y cols., 
1998). La regulación del grado de modificación de estos componentes de membrana obedece 
a una respuesta adaptativa frente a fluctuaciones de la temperatura. Además, las 
características químicas de las membranas de arqueas no sólo se traducen en una mayor 
estabilidad térmica, sino en una mayor resistencia a ruptura mecánica (Ring y cols., 1986). 
 En el caso de bacterias hipertermófilas (Géneros Aquifex y Thermotoga), las 
membranas tienden a imitar a sus contrapartes en arqueas (Forterre, 1998), si bien mantienen 
en todo caso la estructura de bicapa. Pueden presentar enlaces diéter con alcoholes grasos, 
tetraésteres y dioles alifáticos de cadena larga, así como fuertes modificaciones en los 
componentes de membrana mediante conjugación con residuos fosfo- sulfo- o glicosídicos. La 
regulación del estado de fluidez reside en la longitud, grado de saturación y modificación por 
ciclación y/o ramificación de las cadenas alifáticas (Tolner y cols., 1997). 
 
1.3.3 Metabolitos  
 Uno de los puntos más controvertidos de la termoadaptación es el hecho de que 
determinados metabolitos esenciales sufren degradación espontánea por encima de 
determinadas temperaturas. Así, cofactores como el NAD(P)+ o el piridoxal fosfato, 
intermediarios metabólicos como el acetil-fosfato o sistemas de reserva energética como el 
ATP/ADP resultan totalmente degradados en 3 horas a 105⁰C (Daniel y Cowan, 2000). No 
obstante, hay que destacar que estos son datos obtenidos in vitro, y que chocan con la 
observación experimental de que dichos metabolitos existen en arqueas que crecen a 
temperaturas superiores.  
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 Las estrategias adoptadas por los microorganismos termófilos para solventar este 
problema siguen sin esclarecerse. No obstante, se conoce que las condiciones de pH y fuerza 
iónica o la presencia de iones metálicos en el citoplasma generan un microentorno que afecta 
de manera ostensible a la estabilidad de compuestos como el NAD y el ATP (Lowry y cols., 
1961; Tetas y Lowenstein, 1963; Ramirez y Marecek, 1980; Walsh y cols., 1983; Hudson y cols., 
1993; al-Habori, 1995). Además, una estrecha unión física de enzimas implicadas en una misma 
ruta, no sólo incrementa el flujo de la misma (Kholodenko y cols., 1996; Kholodenko y cols., 
1996; Mendes y cols., 1996), sino que reduce la concentración de intermediarios inestables, 
como se ha observado en Pyrococcus furiosus (Legrain y cols., 1995). No obstante, ninguna de 
estas características se observa de manera generalizada, y el hecho empírico de que 
metabolitos inestables hayan sido detectados en el citoplasma de microorganismos creciendo 
por encima de 100⁰C pone de manifiesto que se estabilizan de algún modo a temperaturas 
superiores a las determinadas in vitro.  
 Además, se han observado otras adaptaciones de ruta metabólica, como la sustitución 
de enzimas asociadas a grupos hemo que requieren NAD(P)+ como cofactor por 
oxidorreductasas asociadas a ferredoxina (Mukund y Adams, 1991; Johnson y cols., 1993; 
Iwasaki y cols., 1994; Mai y Adams, 1994; Smith y cols., 1994; Iwasaki y cols., 1995; Heider y 
cols., 1996) o sustitución o eliminación de intermediarios metabólicos inestables mediante el 
desarrollo de rutas metabólicas alternativas (Schäfer y cols., 1993; Siebers y Hensel, 1993; 
Kengen y cols., 1994). Sin embargo, no existen pruebas de que estas estrategias se apliquen 
sistemáticamente y que por lo tanto sean verdaderas adaptaciones de sistemas 
hipertermófilos (Daniel y Danson, 1995).   
 
1.3.4 Proteínas 
 De todas las adaptaciones que presentan los microorganismos termófilos, la 
termoestabilización de proteínas ha sido objeto de especial estudio (Blake y cols., 1991; 
Auerbach y cols., 1998; Russell y cols., 1998). Debido a que el plegamiento de una proteína, 
esencial para el desempeño de su función, depende de un delicado equilibrio entre 
interacciones inter- e intramoleculares estabilizantes y de factores desestabilizantes, y que un 
aumento de la temperatura conlleva pérdida de estructura por desnaturalización, numerosos 
estudios se han centrado en la búsqueda de grandes modificaciones estructurales o de 
composición en aminoácidos (Fields, 2001). Sin embargo, los datos de los que disponemos en 
la actualidad han puesto de manifiesto que tanto la estructura como el mecanismo catalítico 
INTRODUCCIÓN 
9 
de las enzimas termófilas, o termozimas, son sorprendentemente parecidas a las de sus 
contrapartes mesófilas. Al igual que ocurre con las modificaciones anteriormente expuestas en 
relación a la estabilización de ácidos nucleicos o metabolitos inestables, se conocen diferencias 
estructurales entre proteínas con diferente estabilidad térmica sin que se observe un patrón 
adaptativo sistemático (Li y cols., 2005).  
 Las diferencias observadas entre proteínas termófilas y mesófilas se pueden resumir 
en los dos puntos siguientes: 
 
 i) Incremento del número de interacciones 
 Las interacciones inter- e intramoleculares contribuyen significativamente a la 
termoestabilización de una proteína, típicamente mediante un incremento del número de 
puentes de hidrógeno (Vogt y cols., 1997), puentes salinos (Karshikoff y Ladenstein, 2001), 
interacciones hidrofóbicas (Goodenough y Jenkins, 1991), puentes disulfuro (Matsumura y 
cols., 1989) y coordinación con metales (Vieille y cols., 2001; Kataeva y cols., 2003). La 
estabilidad conformacional de la proteína, definida como la diferencia de energía libre (ΔG) 
entre el estado plegado y el desplegado, se encuentra en el rango de los 40 kJ.mol-1, y se ha 
observado que la contribución a la misma de tan sólo una de estas interacciones puede ser de 
hasta 25 kJ.mol-1, por lo que la introducción de tan sólo un par de estas interacciones puede 
incrementar significativamente la termoestabilidad de una proteína (Daniel y Cowan, 2000). 
 ii) Modificaciones conformacionales 
 El diseño de una conformación “térmicamente eficiente” es otra característica 
adaptativa comúnmente observada en proteínas termoestables. Las modificaciones más 
frecuentes son: aumento de la rigidez (Li y cols., 2005), empaquetamiento más eficiente con 
menor número de cavidades (Russell y cols., 1997), reducción de la entropía de 
desplegamiento por acortamiento de los bucles y por sustitución de aminoácidos con alta 
entropía conformacional por otros más rígidos (Pal y Chakrabarti, 1999; Vieille y Zeikus, 2001; 
Li y cols., 2005), y, finalmente, descenso de la tensión conformacional (Vieille y cols., 1996) o 
hélices-α más estables (Facchiano y cols., 1998). 
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1.4 TERMOZIMAS EN BIOCATÁLISIS 
 El empleo de enzimas como biocatalizadores en procesos industriales presenta ciertas 
ventajas sobre la química tradicional, como una alta regio- y estéreoselectividad, la posibilidad 
de trabajar en condiciones de reacción más suaves, lo que implica una menor dependencia del 
empleo de solventes o reactivos contaminantes (Rozzell, 1999; Elander, 2003), y la reducción 
de los pasos necesarios para completar una transformación, lo que ha hecho de la búsqueda 
de nuevos y más eficientes biocatalizadores una prioridad en el terreno actual de la biocatálisis 
(Panke y cols., 2004). 
 A este respecto, las termozimas resultan de especial interés ya que a su 
termoresistencia natural, que permite el trabajo a altas temperaturas, se asocian 
frecuentemente una serie de ventajas adicionales: 
 i) Reducción de la viscosidad del medio, aumento de la solubilidad y del coeficiente de 
difusión de sustratos y/o productos. Como consecuencia de esto, el aumento de la 
biodisponibilidad de compuestos aromáticos, alifáticos y grasas insolubles, así como de 
polímeros insolubles como celulosa, almidón o proteínas que son difícilmente biodegradables 
permite su eliminación en procesos de biorremediación más eficientes (Becker y cols., 1997). 
Además, el incremento del coeficiente de difusión puede asociarse a un aumento de la 
velocidad de reacción como consecuencia de la reducción de la capa límite (Becker y cols., 
1997).  
 ii) Purificación eficiente de termozimas cuando se expresan en un sistema mesófilo 
como E. coli o Saccharomyces cerevisiae. Aprovechando la diferencia de temperatura óptima 
del organismo hospedador y de la fuente de la termozima, el extracto celular puede ser 
sometido a un tratamiento térmico que desnaturaliza la mayor parte de proteínas mesófilas, 
que precipitan y sedimentan por centrifugación, obteniendo un extracto enriquecido en la 
proteína termoestable. Este proceso se denomina desnaturalización diferencial y supone una 
gran ventaja del empleo de termozimas, ya que las cantidades de biocatalizador que requiere 
un proceso industrial puede hacer que la purificación a través de técnicas clásicas de 
cromatografía o precipitación con sulfato amónico no resulte rentable (Bruins y cols., 2001). 
 iii) Menor riesgo de contaminación del biorreactor por especies mesófilas ambientales 
por encima de los 60⁰C (Niehaus y cols., 1999; Bruins y cols., 2001). 
 iiii) Mayor resistencia del biocatalizador a agentes desnaturalizantes (Niehaus y cols., 
1999) y solventes orgánicos (Sellek y Chaudhuri, 1999). 
INTRODUCCIÓN 
11 
 v) Mayor rendimiento debido a que se minimizan los subproductos de reacción, lo que 
permite una recuperación del producto más fácil (Watanabe, 1987). 
 Existen numerosos ejemplos de uso aplicado de termozimas, siendo uno de los más 
conocidos el de la ADN polimerasa de Thermus aquaticus, o Taq-polimerasa (Chien y cols., 
1976; Kaledin y cols., 1980), cuyo descubrimiento supuso un salto cualitativo en la 
investigación científica al introducir una importante mejora en la técnica de PCR, en la que 
hasta entonces se empleaba el fragmento Klenow de la polimerasa de E. coli, que requería de 
la adición de nueva enzima tras cada ciclo de amplificación. También encontramos ejemplos de 
proteasas termoestables empleadas en productos de limpieza, aprovechando su resistencia a 
surfactantes y condiciones alcalinas, que provienen de microorganismos de los géneros 
Pyrococcus, Thermococcus o Sulfolobus, entre otros (Niehaus y cols., 1999). Otra de las 
aplicaciones más extendidas de las termozimas es la degradación de polímeros mediante el 
empleo de α-amilasas, pululanasas, celulasas, xilanasas o quitinasas de diferentes bacterias y 
arqueas termófilas (Niehaus y cols., 1999; Bruins y cols., 2001; Haki y Rakshit, 2003; Atomi, 
2005). A pesar de que estos son los ejemplos más prominentes del panorama actual, existen 
ejemplos de otras termozimas aplicadas en procesos de biocatálisis que se pueden encontrar 
en la amplia bibliografía dedicada al respecto. 
 
1.4.1 Mejora del biocatalizador mediante evolución dirigida 
 En ocasiones, las propiedades intrínsecas de una enzima presentan alguna desventaja 
en términos de estabilidad o de selectividad, y es necesario modificar la proteína nativa para 
paliar estas carencias. Una de las técnicas de mejora enzimática que más se ha consolidado en 
la última década es la Evolución Dirigida. Este término general hace referencia a un proceso de 
evolución artificial en el que se generan variantes de una proteína, se aplica una presión 
selectiva (búsqueda de una actividad enzimática, incremento o pérdida de la función deseada, 
etcétera) y se seleccionan aquellos mutantes que más se adecuan a nuestro criterio de 
búsqueda para ser sometidos a subsiguientes ciclos de selección, de manera análoga al 
proceso de adaptación/selección que ocurre en la naturaleza. La figura 1.2 recoge un esquema 
global del concepto de Evolución dirigida, tanto in vitro como in vivo. 
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Figura 1.2 Diagrama general del proceso de 
evolución dirigida. Partiendo del gen que codifica la 
proteína silvestre, se crean variantes de éste que se 
seleccionarán en función de la cualidad deseada. 
Los clones positivos serán caracterizados o se 
emplearán como molde para iniciar un nuevo ciclo 
de variación/selección. Adaptación de Jäckel y cols. 
(Jäckel y cols., 2008). 
 
 Al diseñar la mejora de una proteína hay que tener en cuenta dos parámetros esenciales: 
el método de generación de variantes y el método de selección. La selección de uno y otro 
método tendrá un impacto directo en la eficiencia del proceso, en el abanico de variaciones que 
determinará las probabilidades de encontrar un clon positivo y en el esfuerzo requerido para 
llevar a cabo la criba de las variantes. 
 Los métodos de selección son muy variados y dependen de la propiedad que se pretenda 
mejorar, así como del tipo de reacción catalizada si se trata de una enzima. Así, podemos 
seleccionar mediante métodos colorimétricos, detección de fluorescencia, cromatografía, 
viabilidad celular, etcétera.  
 Los métodos de variación son independientes de la reacción y dependen principalmente 
del objetivo perseguido. A continuación se describen brevemente los principales métodos de 
variación, destacando las principales ventajas e inconvenientes de cada uno de ellos. 
 i) Error-prone PCR (epPCR) 
 Fundamento: Amplificación del gen mediante la técnica de PCR en condiciones 
subóptimas, de manera que la ADN-polimerasa introduzca al azar mutaciones a lo largo de toda la 
secuencia (Pritchard y cols., 2005).  
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 Ventajas: Técnica sencilla que permite trabajar sin tener información previa acerca de la 
estructura/función de la proteína y que tiene el potencial de introducir mutaciones en toda la 
proteína (Sen y cols., 2007).   
 Inconvenientes: Debido al carácter completamente arbitrario, posee un rendimiento muy 
bajo, es decir, genera una gran cantidad de mutantes silenciosos/deletéreos. Además, se ha 
observado cierta tendencia a introducir mutaciones preferentemente en determinadas posiciones 
de la secuencia (hot-spots), bajas probabilidades  de mutar dos codones seguidos y alta tasa de 
introducción de codones de parada (Sen y cols., 2007). 
 ii) Recombinación de ADN 
 Fundamento: Se basa en la combinación aleatoria de genes silvestres o de mutantes 
provenientes de epPCR para generar librerías combinatoriales (Stemmer, 1994). 
 Ventajas: No precisa trabajar con secuencias conocidas y elimina mutaciones neutras (Sen 
y cols., 2007). 
 Inconvenientes: Reducida diversidad, además de que se necesitan secuencias de tamaño 
mayor a 1 kb (Sen y cols., 2007). 
 iii) Mutagénesis dirigida 
 Fundamento: Este método, a mitad de camino entre el diseño racional y la mutagénesis 
aleatoria, permite focalizar la región de la proteína sobre la que se genera variabilidad, 
reduciendo notablemente el tamaño de las librerías resultantes (Kunkel, 1985; Sayers y cols., 
1992; Hogrefe y cols., 2002). El método de selección de las posiciones a mutar depende del 
objetivo final. Así, si se desea aumentar la termoestabilidad, puede hacerse un análisis de 
flexibilidad de cada aminoácido (valor-B) para identificar aquellos más flexibles y sustituirlos 
aleatoriamente. Si se busca un efecto sobre la especificidad/selectividad, se puede acudir a la 
estructura tridimensional o, en su defecto, a un modelo generado por homología. La técnica 
Combinatorial Active-site Saturation Test (CAST) desarrollada por el grupo del Prof. Reetz (Reetz y 
Carballeira, 2007) se basa en modificar los residuos que se engloban en una esfera de unos 10 Å 
de radio trazada a partir de una coordenada cero, ocupada por el ligando en el sitio de unión de la 
enzima. La variación se lleva a cabo mediante PCR empleando oligonucleótidos con tripletes 
degenerados para las posiciones seleccionadas. 
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 Ventajas: Reduce notablemente el número de posibles variantes, centrándose en aquellos 
residuos cuyo papel se considera más relevante en la cualidad a mejorar (Bershtein y Tawfik, 
2008) y reduciendo el esfuerzo de cribado. 
 Inconvenientes: Es deseable partir de una secuencia tridimensional resuelta o de un buen 
modelo de homología. Al centrarse en unos pocos residuos, se pueden pasar por alto mejoras 
introducidas por sustituciones distales o mutaciones sinérgicas (Bershtein y Tawfik, 2008). 
 
1.4.2 Inmovilización del biocatalizador 
 La inmovilización de enzimas sobre soportes sólidos se remonta a los años 50, cuando se 
prepararon los primeros derivados por inclusión en matrices poliméricas (Buchholz y Kasche, 
1997). Su influencia se ha extendido notablemente hasta el día de hoy, especialmente en el 
campo de la biocatálisis, donde se estima que un 20% de las reacciones se lleva a cabo con 
derivados inmovilizados (Straathof y cols., 2002). Está técnica ofrece como ventaja principal la 
posibilidad de recuperar la enzima tras un ciclo de reacción para su posterior reutilización, 
alargando así la vida del catalizador y reduciendo costes operativos. Sin embargo, en la actualidad 
se conocen una serie de ventajas adicionales que justifican la inmovilización de un biocatalizador 
sobre un soporte sólido. Una de las ventajas más relevantes es la estabilización de la proteína 
como consecuencia del aumento de la rigidez de su estructura cuando se establece una unión 
multipuntual con el soporte (Cao, 2005). También puede asociarse a un aumento de la actividad 
específica (Betancor y cols., 2003), o a cambios en la selectividad, como en el caso de la lipasa de 
Candida rugosa, que en su forma soluble es (S)-selectiva y tras la inmovilización covalente su 
selectividad se invierte hacia la forma (R) (Palomo y cols., 2002). Otras ventajas incluyen la 
posibilidad de co-inmovilizar dos enzimas con actividades acopladas, aumentando la eficiencia de 
la catálisis por proximidad física (Sheldon, 2007). Además de enzimas purificadas, también se ha 
llevado a cabo la inmovilización de células enteras por diferentes métodos (Klein y Ziehr, 1990). 
 En la actualidad existen numerosos soportes y métodos de inmovilización que ofrecen 
distintas ventajas e inconvenientes, por lo que las propiedades fisicoquímicas tanto del soporte 
como de la enzima, así como el propósito de la inmovilización deberán tenerse en cuenta al elegir 
el abordaje experimental. A continuación se detallan los métodos de inmovilización más 
generales: 
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 i) Atrapamiento (Figura 1.3A) 
 Fundamento: La proteína queda incluida e inmovilizada en una red polimérica (Sheldon, 
2007). La matriz suele construirse a partir de derivados de silicio, como silano/alquil-silano (Reetz 
y Jaeger, 1998), polisiloxano/alcohol polivinílico (Santos y cols., 2008; Santos y cols., 2008) o 
poli(2-hidroxietilacrilato)/poli(dimetilsiloxano) (Bruns y Tiller, 2005). 
 Ventajas: Protege a la proteína frente a interfases gas/líquido (burbujas de aire), estrés 
mecánico y solventes orgánicos. 
 Inconvenientes: Baja carga enzimática y transferencia de masa limitada (Brady y Jordaan, 
2009). 
 ii) Encapsulamiento (Figura 1.3B) 
 Fundamento: Similar al atrapamiento, pero en este caso el biocatalizador queda incluido 
en el espacio interior de una esfera hueca. Estas esferas pueden estar compuestas de de alginato, 
que polimeriza en presencia de CaCl2 (Zhang y cols., 2007; Zhang y cols., 2009) o más 
recientemente de polietilenimina (Kouisni y Rochefort, 2009). 
 Ventajas: Aísla y protege a la proteína del entorno. 
 Inconvenientes: Limitación en la transferencia de masa (Lalonde y Margolin, 2002). 
 iii) Inmovilización sobre soporte sólido (Figura 1.3C) 
 Fundamento: La enzima interacciona con un soporte sólido y queda inmovilizada sobre su 
superficie. Las interacciones enzima-soporte más comunes son la adsorción hidrofóbica e iónica 
(Lalonde y Margolin, 2002), y la formación de enlaces covalentes entre la ε-amina de las lisinas y 
los grupos epóxido del soporte (Krenkova y Foret, 2004). 
 Ventajas: Otorga rigidez a la proteína, lo que permite su utilización en diferentes 
configuraciones de reactor en procesos de biocatálisis (Kunamneni y cols., 2008). Las 
inmovilizaciones basadas en interacciones reversibles permiten la recuperación del soporte una 
vez la enzima se ha desactivado completamente. 
 Inconvenientes: Posee baja actividad volumétrica, debido a que el soporte constituye 
entre el 90 y el 99% de la masa del derivado (Lalonde y Margolin, 2002; Sheldon, 2007). Además, 
si la interacción es reversible (es decir, no covalente), las condiciones de la reacción pueden 
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provocar la pérdida del biocatalizador por desorción. En el caso de la unión covalente, el soporte 
no puede reutilizarse una vez la enzima se ha desactivado completamente. 
 iiii) Autoinmovilización (Figura 1.3D) 
 Fundamento: Las proteínas quedan inmovilizadas por auto-entrecruzamiento en un cristal 
(Cross-linked Enzyme Crystal, CLEC) (St. Clair y Navia, 1992) o en un agregado (Cross-linked 
Enzyme Aggregate, CLEA) (Sheldon y cols., 2005). 
 Ventajas: CLECs y CLEAs: Alta actividad volumétrica (el 100% de la masa del derivado 
inmovilizado se corresponde a la enzima). CLECs: Alta resistencia mecánica y a solventes orgánicos 
(Roy y Abraham, 2004), y ausencia de contaminantes al provenir de un cristal (Brady y Jordaan, 
2009). 
 Inconvenientes: CLECs: El alto coste asociado a la necesidad de purificar y cristalizar 
elevadas cantidades de proteína, y que sólo es aplicable a proteínas cristalizables (Brady y cols., 
2004). Este problema se puede solventar recurriendo a los CLEAs, más económicos y de aplicación 
más general. 
 
Figura 1.3 Principales métodos de inmovilización de enzimas (representadas como esferas de color verde). A) 
Atrapamiento; B) Encapsulación; C) Inmovilización sobre soporte sólido; D) Autoinmovilización. Original de Brady y 
Jordaan (Brady y Jordaan, 2009). 
 
 De manera adicional, existen otros métodos desarrollados más recientemente de 
inmovilización sobre membranas o nanofibras (Fang y cols., 2011). 
 
1.5 NUCLEÓSIDOS: ESTRUCTURA, FUNCIÓN Y APLICACIÓN 
 Los nucleósidos forman una familia de biomoléculas fundamentales cuya estructura 
básica está formada por una pentosa (ribosa o 2’-desoxirribosa) unida por un enlace N-glicosídico 
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a un base nitrogenada púrica o pirimidínica, y que pueden presentar diferentes grados de 
fosforilación (Figura 1.4). La forma monofosforilada (nucleótido monofosfato) constituye el 
bloque elemental con el que se construyen los ácidos nucleicos, formando cadenas unidas por 
enlaces fosfodiéster. Además, la forma trifosfato de la adenosina, o ATP (y en menor medida la de 
la guanosina, GTP), está implicada en la transferencia de energía, en la señalización celular 
mediada por su forma cíclica (AMPc) y en la fosforilación por quinasas,  en la que actúa como 
donador de fosfato.  
--
-
-
 
Figura 1.4 Estructura básica de un nucleósido y sus formas fosforiladas. 
 
 Los nucleósidos, y particularmente sus construcciones análogas, poseen un considerable 
interés práctico. En la actualidad, los fármacos derivados de nucleósidos se emplean con éxito en 
el tratamiento de diferentes afecciones, particularmente como agentes antitumorales (Galmarini 
y cols., 2002) y antivirales (Garg y cols., 1999) que se incorporan al ADN y ARN introduciendo 
alteraciones, o actuando como inhibidor de ADN-polimerasas, ribonucleótidos reductasas o 
transcriptasas reversas (Tabla 1.1). Además, este tipo de compuestos se emplean como 
cardioprotectores y cerebroprotectores, mediante la inhibición del transporte de nucleósidos 
(Saravanan y cols., 2011), en el tratamiento de procesos inflamatorios (Gregson y cols., 1999) o 
como supresores de la expresión génica mediada por oligonucleótidos antisentido (Fox, 2000). 
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Tabla 1.1 Ejemplos de aplicación de análogos de nucleósidos en el tratamiento de tumores e infecciones virales. 
Nombre comercial Estructura básica Aplicación Diana 
Vidarabine Análogo de adenosina Antiviral - Herpesvirus Polimerasa viral 
Acyclovir Análogo de guanosina Antiviral - Herpesvirus Polimerasa viral 
Gancyclovir Análogo de guanosina Antiviral - Citomegalovirus Polimerasa viral 
Zidovudine Análogo de timidina Antiviral - HIV Transcriptasa reversa 
Didanosine Análogo de inosina Antiviral - HIV Transcriptasa reversa 
Fludarabine Análogo de adenosina Antitumoral - Leucemia Incorporación al ADN 
Cladribine Análogo de adenosina Antitumoral - Leucemia Incorporación al ADN 
Cytarabine Análogo de citidina Antitumoral - Leucemia ADN polimerasa 
Gemcitabine Análogo de citidina Antitumoral - Páncreas, mama, 
pulmón y ovarios 
Ribonucleótido reductasa 
Floxuridine Análogo de uridina Antitumoral - Colorrectal, 
páncreas, mama, y otros tumores 
sólidos 
Timidilato sintasa 
 
 Debido a que abordan problemas sanitarios de gran impacto social, los análogos de los 
nucleósidos constituyen una familia de moléculas de gran interés para la biocatálisis. La 
disponibilidad de métodos enzimáticos eficientes de síntesis y modificación de estos compuestos 
permitirá minimizar el impacto medioambiental asociado a su producción y reducirá el coste 
económico de los mismos, lo que los hará más accesibles a la población. 
 
1.5.1 Modificación enzimática 
 Una de las estrategias abordadas en la síntesis de nucleósidos es la modificación 
enzimática de una estructura nucleosídica preexistente (Condezo y cols., 2006). Se puede 
establecer una clasificación de las enzimas empleadas para tal fin atendiendo al componente de la 
molécula sobre el que ocurre la modificación: 
 i) Enzimas que modifican la base nitrogenada 
 La enzima más representativa de este grupo es la adenosín deaminasa (ADA, EC 3.5.4.4), 
que lleva a cabo la desaminación hidrolítica de la posición 6 del heterociclo de adenina en la 
síntesis de determinados compuestos antivirales (Driscoll y cols., 1996; Santaniello y cols., 2005). 
Asímismo, la enzima adenilato deaminasa (AMPDA, EC 3.5.4.6), que lleva a cabo la misma 
reacción, pero sobre la forma monofosfato de la adenosina, se ha empleado para la síntesis de 
análogos de 6-oxopurina (Margolin y cols., 1994; Santaniello y cols., 2005). 
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 ii) Enzimas que modifican la pentosa 
 La modificación enzimática más frecuente de la pentosa es la acilación de los grupos 
hidroxilo mediante lipasas o proteasas. Las lipasas de Pseudomonas cepacia y Candida antarctica 
se han utilizado en la acilación regioselectiva de los carbonos 3’ y 5’, respectivamente, empleando 
como donadores ésteres y carbonatos de oximas (Moris y Gotor, 1992; Moris y Gotor, 1993; 
García y cols., 2004; Simeo y cols., 2009). Este tipo de modificación también se ha llevado a cabo 
con proteasas como la subtilisina, si bien las productividades que se obtienen con éstas son 
menores que con lipasas (Condezo y cols., 2006). 
 Otra modificación interesante es la oxidación selectiva en la posición 5’ empleando 
enzimas como la nucleósido oxidasa de Stenotrophomonas maltophila (Ferrero y Gotor, 2000). 
Los derivados obtenidos en dicha reacción sirven como precursor en la síntesis de diferentes 
nucleósidos con propiedades antiinflamatorias (Mahmoudian y cols., 1998). 
 
1.5.2 Síntesis combinatorial 
 Otra estrategia abordada en la síntesis de nucleósidos es la combinación de bases 
nitrogenadas y pentosas con diferentes grados de modificación para generar bibliotecas 
combinatoriales de análogos. Se han descrito dos actividades enzimáticas capaces de llevar a cabo 
la transglicosilación selectiva de nucleósidos. 
 
 1.5.2.1 Nucleósido-desoxirribosiltransferasas 
 Las nucleósido-desoxirribosiltransferasas, o NdRTs (EC 2.4.2.6), forman una familia de 
enzimas que llevan a cabo la transglicosilación directa de un residuo de pentosa entre un 
nucleósido donador y una base nitrogenada aceptora (Figura 1.5). Esta enzima fue descrita por 
primera vez por MacNutt en Lactobacillus helveticus (Macnutt, 1952) y posteriormente en otras 
especies del mismo género, como L. leichmanii (Beck y Levin, 1963) y L. reuterii (Fernandez-Lucas 
y cols., 2010), por lo que ese trata de una enzima poco extendida en la filogenia. Todas las 
enzimas pertenecientes a esta familia exhiben una especificidad estricta hacia 2’-desoxirribosa, si 
bien se han observado diferencias en las especificidades hacia la base nitrogenada entre las 
enzimas aisladas hasta la fecha, lo que ha permitido su clasificación en dos grupos: 
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 i) Grupo I: Transfieren específicamente residuos de 2’-desoxirribosa desde un nucleósido 
de purina hasta una base aceptora de purina (Kaminski, 2002). 
 ii) Grupo II: Transfieren un residuo de 2’-desoxirribosa indistintamente entre purinas y 
pirimidinas (Holguin y Cardinaud, 1975). Las enzimas pertenecientes a este grupo pueden llevar a 
cabo la transglicosilación entre nucleósidos y bases de citosina, a diferencia de la 
transglicosilación mediada por nucleósido fosforilasas (ver más adelante). 
 
 
Figura 1.5 Mecanismo catalítico propuesto por Anand y cols. (Anand y cols., 2004) de la nucleósido-
desoxirribosiltransferasa, que implica la unión covalente entre un glutámico y el hidroxilo en 3’ de la 2’-desoxirribosa.  
 
 A pesar de las restricciones de especificidad de la pentosa que impone este tipo de 
enzimas, poseen flexibilidad en el reconocimiento de la base nitrogenada, por lo que se han 
empleado como biocatalizador en la síntesis de diferentes análogos (Holguin-Hueso y Cardinaud, 
1972; Huang y cols., 1983; Betbeder y cols., 1989; Pochet y cols., 1995; Fernandez-Lucas y cols., 
2007; Kaminski y cols., 2008). 
 
 1.5.2.2 Nucleósido fosforilasas 
 La familia de las nucleósido fosforilasas (NPs) agrupa una serie de actividades enzimáticas 
implicadas en la vía de rescate de nucleósidos de purina y pirimidina y catalizan la fosforólisis 
reversible e independiente de ATP de nucleósidos (Figura 1.6A). Estas enzimas fueron 
descubiertas en 1911 (Levene y Medigreceanu, 1911) y, al contrario que las NdRTs, se han 
descrito a lo largo de toda la filogenia. La transglicosilación mediada por NPs transcurre mediante 
un mecanismo acoplado donde el nucleósido es fosforilado, lo que libera una pentosa-1P que 
actúa como sustrato en la subsiguiente reacción sintética (Figura 1.6B). Estas enzimas presentan 
una amplia diversidad de estructuras y especificidades de sustrato, aunque, como norma general, 
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todas aceptan tanto ribosa como 2’-desoxirribosa. Sin embargo, y a diferencia de las NdRTs, 
ninguna NP descrita hasta la fecha reconoce nucleósidos de citosina.  
A 
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Figura 1.6 A) Esquema de la reacción catalizada por las nucleósido fosforilasas indicando la vía fosforolítica y la vía 
sintética. B) Transglicosilación acoplada de nucleósidos mediada por nucleósido fosforilasas. 2’= OH: ribosa; 2’= H: 2’-
desoxirribosa; B(x)= base nitrogenada. 
 
 Algunos autores han realizado clasificaciones de las NPs basadas en diferentes parámetros, 
de las cuales, la más aceptada es la propuesta por Pugmire y Ealick (Pugmire y Ealick, 2002), 
elaborada a partir de análisis estructurales: 
 i) NP tipo-I 
 Las NPs tipo-I se caracterizan por presentar una estructura común constituida por un 
barril-β distorsionado en posición central rodeado de hélices-α (Figura 1.7A). Este tipo incluye a 
las purín-nucleósido fosforilasas (PNPs, EC 2.4.2.1), específicas de purinas, y a las uridín 
fosforilasas (UPs, EC 2.4.2.3), específicas de uridina y 2’-desoxiuridina. Las configuraciones 
oligoméricas más comunes observadas en estas enzimas son: a) PNPs homotriméricas específicas 
de 6-oxopurinas (guanina e hipoxantina); b) PNPs homohexaméricas que aceptan tanto 6-
aminopurinas (adenina) como 6-oxopurinas; c) UPs homohexaméricas. No obstante, estas 
clasificaciones son tentativas, ya que se conocen varios ejemplos de NPs tipo-I que escapan a esta 
norma (Bzowska y cols., 2000); además, en este grupo se incluyen también enzimas como las 
antranilato fosforribosiltransferasas (EC 2.4.2.18) y las 5’-desoxi-5’-metiltioadenosina fosforilasas 
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(EC 2.4.2.28), que, aunque no poseen actividad NPasa, presentan similitud estructural con éstas 
(Pugmire y Ealick, 2002). 
 ii) NP tipo-II 
 Este grupo está comprendido por homodímeros en los que cada monómero se configura 
en un dominio α/β y un dominio α, separados por una hendidura constituida por tres bucles 
(Figura 1.7B). Todas las NPs incluidas en este tipo son específicas de pirimidinas, y se dividen en 
uridín fosforilasas (UPs, EC 2.4.2.3), timidín fosforilasas (TPs EC 2.4.2.4) y pirimidín-nucleósido 
fosforilasas (PyNPs, EC 2.4.2.2), que reconocen indistintamente uracilo y timina, y que se han 
descrito en algunas especies de bacterias. 
 
Figura 1.7 Estructura monomérica básica de A) NPs tipo-I, compuesta de un barril-β distorsionado central y hélices-α 
periféricas y B) NPs tipo-II, distinguiéndose en la parte superior un dominio α/β y en la parte inferior un dominio 
compuesto exclusivamente por hélices-α. Original de Pugmire y Ealick (Pugmire y Ealick, 2002).  
 
 Debido a la amplia diversidad de especificidad de sustrato observada en este tipo de 
enzimas y al carácter reversible de su mecanismo catalítico, que permite acoplar la actividad de 
dos NPs diferentes en una misma reacción, estas enzimas se han empleado extensivamente como 
biocatalizadores en la síntesis de nucleósidos, tanto en su forma purificada como sobreexpresadas 
en células enteras (Mikhailopulo, 2007). Hasta el momento, la práctica totalidad de las NPs 
aplicadas a procesos de biosíntesis provienen de microorganismos mesófilos como E. coli 
(Krenitsky y cols., 1981; Trelles y cols., 2004) o B. subtilis (Condezo y cols., 2006). La aplicación de 
NPs de microorganismos termófilos como biocatalizadores es un terreno apenas explorado, 
habiéndose descrito hasta la fecha únicamente para las NPs de Geobacillus stearothermophilus 
(Hori y cols., 1991; Taran y cols., 2009).  
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 Por todo lo expuesto, consideramos que la identificación y caracterización de nuevas 
enzimas de origen termófilo que permitan enriquecer el abanico de herramientas disponibles 
para la síntesis de nucleósidos con propiedades terapéuticas era una materia de interés para su 
investigación.  
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2 OBJETIVOS 
 La filosofía de la Química Sostenible tiene como principio la minimización del impacto 
medioambiental como consecuencia de los procesos de síntesis química industrial, asociados al 
desarrollo humano, mediante la reducción de reactivos o disolventes contaminantes en favor de 
materiales más ecológicos y el empleo de condiciones de reacción más suaves. En este contexto, 
el empleo de enzimas como catalizadores de procesos de síntesis en sustitución total o parcial de 
un proceso de síntesis química tradicional tiene varias ventajas asociadas, principalmente su 
regio- y estereoespecificidad que resulta en procesos más eficientes y la posibilidad de trabajar en 
condiciones de reacción suaves y empleando medios acuosos. 
 En los últimos años se está produciendo un incremento del protagonismo de las enzimas 
aisladas de microorganismos termófilos, ya que a las ventajas propias de una enzima como 
biocatalizador se añade una mayor resistencia a condiciones agresivas, menor probabilidad de 
contaminación del reactor y procesos más económicos de purificación. 
 Por todo lo expuesto, hemos planteado  los siguientes objetivos en el presente trabajo: 
1. Identificar microorganismos termófilos con actividades de posible aplicación industrial. 
2. Identificar, purificar y caracterizar las enzimas responsables de la actividad observada. 
3. Aplicar las actividades enzimáticas purificadas en la síntesis de compuestos de alto valor 
añadido. 
4. Adecuar las enzimas para su aplicación mediante inmovilización en soporte sólido, y 
mejora de cualidades de interés mediante evolución dirigida. 
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3 MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1 MATERIAL BIOLÓGICO 
3.1.1 Cepas  
 
Tabla 3.1 Cepas empleadas en este trabajo 
Cepa Genotipo Referencia 
E. coli DH5α supE44 ΔlacU169 (φ80 lacZΔM15) hsdR17  
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 
(Hanahan, 1983) 
E. coli BL21(DE3) hsdS gal (λcIts857 ind1 Sam7 nin5 
 lacUV5-T7 Gene1) 
 
(Rosenberg y cols., 1987) 
T. thermophilus HB27 Cepa silvestre  
T. thermophilus NAR1 Cepa silvestre. Operón narCGHJIKT (Cava y cols., 2007) 
T. thermophilus PRQ25 Cepa silvestre Cedida por el Dr. Da Costa 
(Manaia y cols., 1994) 
T. thermophilus PRQ16 Cepa silvestre Cedida por el Dr. Da Costa 
(Manaia y cols., 1994) 
T. thermophilus B Cepa silvestre Cedida por el Dr. Da Costa 
T. thermophilus RQ1 Cepa silvestre Cedida por el Dr. Da Costa 
T. thermophilus VG7 Cepa silvestre Cedida por el Dr. Da Costa 
T. thermophilus FIJI3A1 Cepa silvestre Cedida por el Dr. Da Costa 
T. thermophilus NR17 Cepa silvestre Cedida por el Dr. Da Costa 
T. thermophilus HN1.11 Cepa silvestre Cedida por el Dr. Da Costa 
T. thermophilus CC16 Cepa silvestre Cedida por el Dr. Da Costa 
 
3.1.2 Plásmidos  
 
Tabla 3.2 Plásmidos empleados en este trabajo 
Nombre Descripción Referencia 
pGEM-T Vector de clonaje. Ampr, plac-lacZ’ Promotores T7 y Sp6. T en 3’ que facilita la 
ligación con productos de PCR mediante polimerasas que introducen una adenina 
final  
Promega 
pET-22b(+) Vector de expresión. Ampr. Expresión regulada bajo promotor T7. Cola de 6 
histidinas en C-terminal opcional 
Novagen 
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3.1.3 Plásmidos construidos 
 
Tabla 3.3 Plásmidos construidos en este trabajo 
Nombre Descripción 
pGEM-T-TTC0188 Fusión entre pGEM-T y el gen TTC0188 de T. thermophilus HB27 por unión entre una T 
terminal en 3’ del plásmido y una A que introduce la polimerasa Tth en 3’ en el producto 
de PCR 
pGEM-T-TTC0194 Fusión entre pGEM-T y el gen TTC0194 de T. thermophilus HB27 por unión entre una T 
terminal en 3’ del plásmido y una A que introduce la polimerasa Tth en 3’ en el producto 
de PCR 
pGEM-T-TTC1070 Fusión entre pGEM-T y el gen TTC1070 de T. thermophilus HB27 por unión entre una T 
terminal en 3’ del plásmido y una A que introduce la polimerasa Tth en 3’ en el producto 
de PCR 
pGEM-T-TTC1412 Fusión entre pGEM-T y el gen TTC1412 de T. thermophilus HB27 por unión entre una T 
terminal en 3’ del plásmido y una A que introduce la polimerasa Tth en 3’ en el producto 
de PCR 
pGEM-T-TTC1491 Fusión entre pGEM-T y el gen TTC1491 de T. thermophilus HB27 por unión entre una T 
terminal en 3’ del plásmido y una A que introduce la polimerasa Tth en 3’ en el producto 
de PCR 
pET22b-TTC0188 Fusión entre pET22b y el gen TTC0188 en los sitios NdeI/EcoRI 
pET22b-TTC0194 Fusión entre pET22b y el gen TTC0194 en los sitios NdeI/EcoRI 
pET22b-TTC1070 Fusión entre pET22b y el gen TTC1070 en los sitios NdeI/EcoRI 
pET22b-TTC1412 Fusión entre pET22b y el gen TTC1412 en los sitios NdeI/EcoRI 
pET22b-TTC1491 Fusión entre pET22b y el gen TTC1491 en los sitios NdeI/EcoRI 
pET22b-M62 Derivado de la construcción pET22b-TTC1412 con un codón degenerado tipo NNK 
sustituyendo al que codifica el aminoácido M62  
pET22b-H81 Derivado de la construcción pET22b-TTC1412 con un codón degenerado tipo NNK 
sustituyendo al que codifica el aminoácido H81 
pET22b-L113 Derivado de la construcción pET22b-TTC1412 con un codón degenerado tipo NNK 
sustituyendo al que codifica el aminoácido L113 
pET22b-H115 Derivado de la construcción pET22b-TTC1412 con un codón degenerado tipo NNK 
sustituyendo al que codifica el aminoácido H115 
pET22b-T116 Derivado de la construcción pET22b-TTC1412 con un codón degenerado tipo NNK 
sustituyendo al que codifica el aminoácido T116 
pET22b-Y164 Derivado de la construcción pET22b-TTC1412 con un codón degenerado tipo NNK 
sustituyendo al que codifica el aminoácido Y164 
pET22b-D168 Derivado de la construcción pET22b-TTC1412 con un codón degenerado tipo NNK 
sustituyendo al que codifica el aminoácido D168 
pET22b-V173 Derivado de la construcción pET22b-TTC1412 con un codón degenerado tipo NNK 
sustituyendo al que codifica el aminoácido V173 
pET22b-I179 Derivado de la construcción pET22b-TTC1412 con un codón degenerado tipo NNK 
sustituyendo al que codifica el aminoácido I179 
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pET22b-E174 Derivado de la construcción pET22b-TTC1412 con un codón degenerado tipo NNK 
sustituyendo al que codifica el aminoácido E174 
pET22b-F206 Derivado de la construcción pET22b-TTC1412 con un codón degenerado tipo NNK 
sustituyendo al que codifica el aminoácido F206 
pET22b-K306 Derivado de la construcción pET22b-TTC1412 con un codón degenerado tipo NNK 
sustituyendo al que codifica el aminoácido K306 
 
3.1.4 Oligonucleótidos  
 
Tabla 3.4 Oligonucleótidos empleados en este trabajo. Los nucleótidos subrayados se corresponden a las dianas de 
restricción añadidas para el clonaje (NdeI: CATATG; EcoRI: GAATTC). Los nucleótidos en cursiva añaden un espacio 
físico que facilite la posterior digestión mediante restrictasas. N= A, T, C, G; K= T, G; M= A, C 
Nombre Secuencia 5’-3’ Descripción 
TTC0188F TTCCATATGGTGTGGCTCCTCCTTTCCCCCA Empleado en la clonación de TTC0188 
TTC0188R TTCGAATTCTCAGCCGGGGGGCCTACG Empleado en la clonación de TTC0188 
TTC0194F TTCCATATGATGCCGGATATGGAGCTC Empleado en la clonación de TTC0194 
TTC0194R TTCGAATTCTCAGAGCTCGGCGAGGAT Empleado en la clonación de TTC0194 
TTC1070F TTCCATATGATGAGCCCCATCCACGTG Empleado en la clonación de TTC1070 
TTC1070R TTCGAATTCTCAAACCTCCAGGACGGC Empleado en la clonación de TTC1070 
TTC1412F TTCCATATGATGAACCCCGTGGTCTTCATCCGGGA Empleado en la clonación de TTC1412 
TTC1412R TTCGAATTCCTAGATGGCCTCCAGGACCAAGGG Empleado en la clonación de TTC1412 
TTC1491F TTCCATATGATGGACGCGGTGAAGAAGGCCA Empleado en la clonación de TTC1491 
TTC1491R TTCGAATTCCTAGGCCCTGAGAAAGGCCACG Empleado en la clonación de TTC1491 
M62F TGGCTCACCGAAACCNNKGCCCGCTCGGGGAAG Empleado en la construcción de pET22b-M62 
M62R CTTCCCCGAGCGGGCMNNGGTTTCGGTGAGCCA Empleado en la construcción de pET22b-M62 
H81F CACCCCGTGGACAAGNNKTCCTCGGGGGGCGTG Empleado en la construcción de pET22b-H81 
H81R CACGCCCCCCGAGGAMNNCTTGTCCACGGGGTG Empleado en la construcción de pET22b-H81 
L113F ATGTCGGGCCGGGGCNNKGCCCACACCGGGGGG Empleado en la construcción de pET22b-L113 
L113R CCCCCCGGTGTGGGCMNNGCCCCGGCCCGACAT Empleado en la construcción de pET22b-L113 
H115F GGCCGGGGCCTGGCCNNKACCGGGGGGACCATA Empleado en la construcción de pET22b-H115 
H115R TATGGTCCCCCCGGTMNNGGCCAGGCCCCGGCC Empleado en la construcción de pET22b-H115 
T116F CGGGGCCTGGCCCACNNKGGGGGGACCATAGAC Empleado en la construcción de pET22b-T116 
T116R GTCTATGGTCCCCCCMNNGTGGGCCAGGCCCCG Empleado en la construcción de pET22b-T116 
Y164F GATGGGAAGCTTNNKGCCCTCCGCGAC Empleado en la construcción de pET22b-Y164 
Y164R GTCGCGGAGGGCMNNAAGCTTCCCATC Empleado en la construcción de pET22b-Y164 
D168F CTTTACGCCCTCCGCNNKGTGACCGCCACGGTG Empleado en la construcción de pET22b-D168 
D168R CACCGTGGCGGTCACMNNGCGGAGGGCGTAAAG Empleado en la construcción de pET22b-D168 
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V173F GACGTGACCGCCACGNNKGAGAGCGTGCCTTTG Empleado en la construcción de pET22b-V173 
V173R CAAAGGCACGCTCTCMNNCGTGGCGGTCACGTC Empleado en la construcción de pET22b-V173 
E174F GTGACCGCCACGGTGNNKAGCGTGCCTTTGATC Empleado en la construcción de pET22b-E174 
E174R GATCAAAGGCACGCTMNNCACCGTGGCGGTCAC Empleado en la construcción de pET22b-E174 
I179F GAGAGCGTGCCTTTGNNKGCGAGCTCCATCATG Empleado en la construcción de pET22b-I179 
I179R CATGATGGAGCTCGCMNNCAAAGGCACGCTCTC Empleado en la construcción de pET22b-I179 
F206F GTGGGCCGGGGGGCCNNKATGAAGACCCTGGAG Empleado en la construcción de pET22b-F206 
F206R CTCCAGGGTCTTCATMNNGGCCCCCCGGCCCAC Empleado en la construcción de pET22b-F206 
K360F GGGGGGCGGAAGCGGNNKGGGGAGCCCATTGAC Empleado en la construcción de pET22b-K360 
K360R GTCAATGGGCTCCCCMNNCCGCTTCCGCCCCCC Empleado en la construcción de pET22b-K360 
T7 TAATACGACTCACTATAGGG Secuenciación de pET22b y sus derivados 
T7term CTAGTTATTGCTCAGCGGT Secuenciación de pET22b y sus derivados 
 
3.2 MATERIAL QUÍMICO Y BIOLÓGICO 
3.2.1 Medios de cultivo 
 
Tabla 3.5 Medios de cultivo líquido empleados en el crecimiento y selección de microorganismos. Los medios sólidos 
se obtuvieron añadiendo agar 1,5% (p/v) antes de la esterilización 
Nombre Composición Referencia 
TB Bacto-triptona 8 g.L-1, extracto de levadura 4 g.L-1, NaCl 3 g.L-1, 
pH=7,5 
(Ramirez-Arcos y cols., 
1998) 
LB Bacto-triptona 10 g.L-1, extracto de levadura 5 g.L-1, NaCl 5 g.L-1, 
pH=7 
(Lennox, 1955) 
LBA100 Bacto-triptona 10 g.L
-1, extracto de levadura 5 g.L-1, NaCl 5 g.L-1, 
pH=7, ampicilina 100 μg.ml-1 
 
LBCB100 Bacto-triptona 10 g.L
-1, extracto de levadura 5 g.L-1, NaCl 5 g.L-1, 
pH=7, carbenicilina 100 μg.ml-1 
 
M9 Na2HPO4 42 mM, KH2PO4 22 mM, NaCl 8,5 mM, NH4Cl 18,7 mM, 
MgSO4 1 mM, CaCl2 0,1 mM, glucosa 0,2 %, tiamina 0.5 µg.ml
-1, 
pH=7,5 
(Sambrook y cols., 1989) 
M9A100 Na2HPO4 42 mM, KH2PO4 22 mM, NaCl 8,5 mM, NH4Cl 18,7 mM, 
MgSO4 1 mM, CaCl2 0,1 mM, glucosa 0,2 %, tiamina 0.5 µg.ml
-1, 
pH=7,5, ampicilina 100 µg.mL-1 
 
SOC Bacto-triptona 20 g.L-1, extracto de levadura 5 g.L-1, NaCl 0,5 g.L-1, 
KCl 0,2 g.L-1, MgCl2 10 mM, MgSO4 20 mM, Glucosa 0,3 % (p/v) 
(Hanahan, 1983) 
 
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
35 
3.2.2 Soluciones y tampones 
 
Tabla 3.6 Soluciones y tampones generales empleados en el transcurso del trabajo 
Nombre Composición Función 
Tampón de electroforesis 5x Tris-HCl 125 mM pH=8,8, glicina 1 M, SDS 20 
mM 
SDS-PAGE: tampón de 
electroforesis 
Tampón de carga Laemmli 5x Tris-HCl 300 mM pH=6,8, SDS 5 % (p/v), β-
mercaptoetanol 10 % (v/v), glicerol 50 % (v/v), 
azul de bromofenol 0,002 % (p/v), EDTA 25 mM 
SDS-PAGE: Preparación de 
muestras de proteínas 
Solución de tinción de 
proteínas 
Coomassie R250 0,1 % (p/v), ácido acético glacial 
10 % (v/v), metanol 20 % (v/v) 
SDS-PAGE: tinción de 
proteínas 
Solución de destinción de 
proteínas 
Ácido acético glacial 10 % (v/v), metanol 40 % 
(v/v) 
SDS-PAGE: destinción de 
proteínas 
Tampón TAE 1x Tris-acetato 40 mM pH=8,0, EDTA 1 mM Electroforesis de ADN: 
preparación de geles de 
agarosa y electroforesis 
Tampón de carga de DNA 10X  
 
TAE 10X, glicerol 30 % (v/v), azul de bromofenol 
0,25 % (p/v), cianol de xileno FF 0,25 % (p/v) 
 
Electroforesis de ADN: 
Preparación de muestras 
Solución I de minipreps  
 
Tris-HCl 25 mM pH=7,5, Glucosa 50 mM, EDTA 
10 mM 
 
Purificación de ADN 
plasmídico por lisis alcalina: 
resuspensión de células 
Solución II de minipreps  
 
NaOH 0,2 M, SDS 1 % (p/v)  
 
Purificación de ADN 
plasmídico por lisis alcalina: 
lisis celular 
Solución III de minipreps  
 
Acetato potásico 3 M, ácido acético glacial 0,5 M 
 
Purificación de ADN 
plasmídico por lisis alcalina: 
precipitación de ADN 
TE 1x Tris-HCl 10 mM pH=8,0, EDTA 1 mM.  
 
Preparación de ADN 
cromosómico de T. 
thermophilus 
 
3.2.3 Nucleósidos y bases nitrogenadas 
  Todos los sustratos fueron adquiridos a Sigma, a excepción de Aciclovir (Biosynthèse), 
ara-A (Laboratorios CINFA S.A.) y benzimidazol (Fluka) 
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3.3 MÉTODOS MICROBIOLÓGICOS 
3.3.1 Crecimiento y conservación de las cepas 
 Todas las cepas de T. thermophilus fueron cultivadas a 65⁰C y 150 rpm en medio líquido, 
siendo el volumen máximo 1/5 de la capacidad del recipiente. Dado que el medio TB puede 
resultar tóxico para las células debido a su elevado contenido en sales, se realizó un cultivo inicial 
en medio TB y en TB diluido a la mitad en mqH2O, dejando crecer las células hasta alcanzar la fase 
estacionaria y midiendo la DO600 de una muestra del cultivo como estimación de la población 
celular. Las cepas HB27, NAR1, B y RQ1 mostraron mejor crecimiento cuando se cultivaron en 
medio TB, mientras que las cepas PRQ16, PRQ25, N17, FIJI3A1, VG7, HN1.11 y CC16 crecieron 
mejor en TB diluido al doble, de modo que en los subsiguientes experimentos se emplearon los 
medios óptimos para cada cepa. 
 El crecimiento en medio líquido de E. coli se realizó a 37⁰C y 150 rpm en recipientes 
conteniendo el medio apropiado. 
 Todas las cepas se conservaron en glicerol 15% (v/v) a -80⁰C. Para la revitalización de las 
cepas, se tomó una pequeña muestra sólida del criotubo, se disolvió en 2 mL de medio líquido y 
se incubó a la temperatura adecuada y en agitación durante toda la noche. Al día siguiente se 
añadió un volumen 1/100 del preinóculo en un matraz conteniendo el volumen adecuado y se 
cultivó en las mismas condiciones. 
 El crecimiento en placa se realizó a 37⁰C en el caso de E. coli y 65⁰C en el caso de T. 
thermophilus, siendo necesario para este último una atmósfera húmeda a fin de evitar la 
deshidratación del medio sólido. Las placas se conservaron a 4⁰C durante un máximo de un mes. 
 
3.3.2 Transformación de E. coli 
 3.3.2.1 Choque térmico 
 Las células competentes de E. coli se prepararon según el método descrito por Inoue 
(Inoue y cols., 1990) y se conservaron en alícuotas de 50 µl en tubos de 1,5 mL a -80⁰C. 
 La transformación se realizó siguiendo una modificación del método descrito por Inoue 
(Inoue y cols., 1990). Se tomó una alícuota de células competentes, manteniéndola en todo 
momento a 4⁰C, y se añadió el ADN purificado en un volumen no superior al 5% del total. Se 
mantuvieron las células a 4⁰C durante 30 minutos y a continuación se introdujeron en un baño 
con agua a 42⁰C, sin agitación, durante 15 segundos, transfiriéndose inmediatamente a 4⁰C. A 
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continuación se añadieron 800 µL de medio LB a las células, se mezclaron suavemente por 
inversión, y se incubaron a 37⁰C y 150 rpm durante una hora para permitir la expresión de la 
resistencia al antibiótico. Transcurrido el tiempo, se pipetearon distintos volúmenes en placas 
conteniendo el antibiótico de selección adecuado, añadiendo esferas de vidrio para la correcta 
dispersión del líquido sobre la superficie. Tras retirar las esferas, las placas se incubaron en las 
condiciones necesarias. 
  
 3.3.2.2 Electroporación 
 La electroporación fue el método preferente para la transformación en E. coli de las 
librerías de mutantes de TTC1412 generadas por ISM, donde la eficiencia de transformación es un 
parámetro crítico en el procedimiento experimental. 
 La preparación de células electrocompetentes se realizó de acuerdo con el método 
propuesto por el fabricante del electroporador (Micropulser, BioRad). Para ello, se centrifugó un 
cultivo de 500 mL en LB cuando alcanzó una DO600= 0,5-0,7. (Nota: a partir de este momento, 
todo el proceso se realizó lo más cerca posible de 0⁰C) Las células se resuspendieron suavemente 
en 500 mL de glicerol 10% (p/v), y se centrifugaron a 4.000 x g durante 15 minutos. Se repitió el 
proceso con 250, 20 y 1 mL de glicerol 10% y se distribuyó el volumen final en alícuotas de 50 µL 
para su conservación a -80⁰C. 
 La transformación se realizó añadiendo ADN purificado y desalado a 50 µL de células 
electrocompetentes, manteniendo la mezcla a 4⁰C durante 30 minutos, tras lo cual se transfirió a 
una cubeta de electroporación de 0,2 cm previamente enfriada. El programa de electroporación 
se eligió siguiendo las indicaciones del fabricante, evitando pulsos de más de 5 ms. Tiempos más 
largos indican una elevada concentración de sales en la muestra y producen daños en las células, 
reduciéndose dramáticamente la eficiencia de transformación. Inmediatamente tras el pulso, se 
añadieron 800 µL de medio SOC atemperado a las células, se transfirieron a tubos de 1,5 mL y se 
cultivaron a 37⁰C durante una hora para permitir la expresión de la resistencia al antibiótico. 
Transcurrido este tiempo, y con la ayuda de un asa de vidrio estéril, las células se extendieron 
sobre placas de medio sólido conteniendo el antibiótico de selección necesario, y se incubaron en 
las condiciones adecuadas. 
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3.4 MANIPULACIÓN DEL ADN 
3.4.1 Preparación de ADN plasmídico de E. coli 
 El ADN plasmídico de E. coli se extrajo de cultivos en medio líquido en fase estacionaria 
siguiendo el método de la lisis alcalina (Sambrook y cols., 1989), o bien empleando el kit comercial 
Wizard Plus SV Minipreps (Promega) o QIAprep Lyseblue (QIAgen) siguiendo el método descrito 
por los fabricantes. EL ADN obtenido se evaluó por espectrofotometría (NanoDrop ND-1000, 
Thermo). 
 
3.4.2 Preparación de ADN cromosómico de T. thermophilus HB27 
 El ADN cromosómico de T. thermophilus HB27 se obtuvo de cultivos en medio líquido en 
fase estacionaria, siguiendo el protocolo descrito por Marmur (Marmur, 1961). Las células de un 
cultivo de 2-10 mL se centrifugaron y lavaron en tampón Tris-HCl 50 mM pH= 7,5, EDTA 5 mM, 
NaCl 50 mM y se resuspendieron en 50 μl de tampón Tris-HCl 25 mM pH= 7,5, glucosa 50 mM, 
EDTA 5mM, RNAsa A 0,1 mg.ml-1 (Roche) y lisozima 0,1 mg.ml-1 (Roche, en EDTA 0,25 M). Las 
células se dejaron incubar 1 hora a 37⁰C, tras lo cual se incrementó el volumen TE 1X y se añadió 
sarkosil 0,5% (Sigma) y pronasa E 0,1 mg.ml-1 (Merck) a 56⁰C durante 1 hora para el lisado, 
seguido de un tratamiento con proteinasa K 3 mg.ml-1 (Sigma) a 37⁰C durante 30 minutos. 
Posteriormente, las muestras se sometieron a ciclos alternos de congelación/descongelación 
mediante introducción en nieve carbónica (-70⁰C) e inmersión en baño de agua (40⁰C), seguidos 
de agitación vigorosa y varias extracciones con fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (24:24:1 v/v/v) 
y cloroformo:alcohol isoamílico (24:1 v/v). El DNA obtenido se precipitó con dos volúmenes de 
etanol puro (Merck) o 0,7 volúmenes de isopropanol (Merck) y acetato de amonio pH= 5,0 a 100 
mM (concentración final), y finalmente se resuspendió en 20 μl de agua Mili-Q. Este protocolo 
permite obtener fragmentos de DNA cromosómico con un tamaño medio de 25 kpb, que pueden 
emplearse para la amplificación de genes de T. thermophilus HB27 mediante la técnica de PCR. 
 
3.4.3 Amplificación y clonación del ADN 
 3.4.3.1 Clonación de genes del cromosoma de T. Thermophilus HB27 
 La clonación de genes cromosómicos de T. thermophilus HB27 en el sistema heterólogo 
de expresión E. coli BL21(DE3) constó de tres pasos: amplificación del fragmento de interés, 
subclonaje en pGEM-T y clonaje en el vector de expresión pET22b(+). 
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 La amplificación de los genes de interés de T. thermophilus HB27 se llevó a cabo mediante 
la técnica de PCR, empleando un termociclador iCycler (BioRad), en las condiciones descritas en la 
tabla 3.7, y utilizando el siguiente programa: 
 -> Ciclo 1: 95⁰C, 7 minutos 
->  Ciclo 2 (30x): 95⁰C, 135 segundos 
 50-55⁰C, 135 segundos 
 72⁰C, 135 segundos 
->  Ciclo 3: 72⁰C, 10 minutos 
->  Ciclo 4: 4⁰C 
 
Tabla 3.7 Mezcla de reacción estándar para la amplificación por PCR de genes de T. thermophilus HB27 
Componente Concentración final 
Tampón Tth 10X 10% (v/v) 
Tth polimerasa 0,02 U.µL
-1
 
dNTPs 0,5 mM (cada uno) 
Oligonucleótido 1 0,5 mM 
Oligonucleótido 2 0,5 mM 
ADN cromosómico 0,5-1 ng.µL
-1
 
MgCl2 3 mM 
DMSO 10% (v/v) 
mqH2O hasta 50 µL 
 
 En los casos requeridos, se utilizó una mezcla de polimerasas de T. thermophilus (Biotools 
B&M) y Pyrococcus furiosus (Biotools B&M) en relación 1:1 para aumentar la fidelidad de la PCR, 
ya que ésta última polimerasa, aunque menos procesiva que la Tth, produce menor tasa de error.  
 La subclonación en el vector pGEM-T se llevó a cabo mediante ligación de producto de 
PCR y vector en relación 3:1 empleando ligasa del fago T4 5 U.µL-1 (New England Biolabs) según el 
método indicado por el fabricante. El producto de ligación se transformó en células competentes 
de E. coli DH5α y se seleccionó en placas de agar LBA100 suplementado con X-Gal 40 µg.ml
-1. 
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 La clonación en vectores de expresión se llevó a cabo por doble digestión de las 
construcciones de pGEM-T y del vector pET22b(+) mediante las restrictasas NdeI y EcoRI 1 U.µL-1 
(New England Biolabs) empleando el tampón recomendado por el fabricante e incubando a 37⁰C 
durante toda la noche. Los productos de digestión se purificaron y se ligaron en proporción 
inserto-vector 3:1 utilizando la ligasa del fago T4 en las mismas condiciones. Los productos de 
ligación se transformaron en células competentes de E. coli DH5α y se seleccionaron en placas de 
agar LBA100. Los clones positivos se transformaron posteriormente en células competentes de E. 
coli BL21(DE3) para la expresión empleando el mismo método. 
 
 3.4.3.2 Creación de librerías de mutantes por ISM 
 Las librerías de mutantes del gen ttc1412 se generaron en las instalaciones del Prof. Reetz 
en el Max-Planck Institut für Köhlenforschung (Mülheim an der Ruhr, Alemania) siguiendo el 
método desarrollado por su grupo de trabajo (Reetz y Carballeira, 2007), a partir de la 
construcción pET22b-TTC1412 mediante PCR empleando oligonucleótidos con tripletes 
degenerados en las posiciones seleccionadas. Se empleó un termociclador Tgradient (Biometra) 
en las condiciones descritas en la tabla 3.8 con el siguiente programa: 
 -> Ciclo 1: 95⁰C, 3 minutos 
->  Ciclo 2 (30x): 95⁰C, 1 minuto 
 53-57⁰C, 1 minuto 
 72⁰C, 8 minutos  
->  Ciclo 3: 72⁰C, 10 minutos 
->  Ciclo 4: 4⁰C 
 
 
 
 
 
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
41 
Tabla 3.8 Mezcla de reacción estándar para la generación de librerías de mutantes de ttc1412 
Componente Concentración final 
Tampón KOD 10X 10% (v/v) 
KOD polimerasa 0,02 U.µL
-1
 
dNTPs 0,2 mM (cada uno) 
Oligonucleótido 1 0,25 µM 
Oligonucleótido 2 0,25 µM 
ADN molde 0,5-1 ng.µL
-1
 
MgSO4 1 mM 
mqH2O hasta 50 µL 
 
 Los productos de PCR se incubaron directamente a 37⁰C con DpnI 0,5 U.µL-1 durante toda 
la noche. Al día siguiente se añadió de nuevo DpnI hasta 1 U.µL-1 y se incubó a 37⁰C durante 3 
horas. La restrictasa DpnI corta selectivamente ADN metilado, asegurando que la mayoría del 
plásmido empleado como molde es destruido. Éste método permitió obtener un fondo de 
plásmido silvestre inferior al 25%. 
 Los productos de digestión se purificaron y transformaron por electroporación en células 
electrocompetentes de E. coli BL21(DE3), y seleccionados en placas de agar LBCB100. 
 
3.4.4 Electroforesis y purificación de ADN 
 Todos los fragmentos de ADN se analizaron por electroforesis en gel de agarosa 0,8-1,2% 
(p/v) preparado en TAE, añadiendo bromuro de etidio 1 µg.mL-1 para su posterior visualización 
bajo luz ultravioleta. 
 La purificación de fragmentos de ADN se llevó a cabo mediante el kit PCR-Prep (Promega) 
o QIAquick PCR Purification Kit (QIAgen), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
3.5 MANIPULACIÓN DE PROTEÍNAS 
3.5.1 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes 
 La separación electroforética de proteínas se hizo en geles de poliacrilamida en 
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las muestras se hirvieron durante 10 minutos en 
tampón de carga Laemmli 1x, y se centrifugaron durante 10 minutos a 14500 rpm en una 
centrífuga de mesa Minispin Plus (Eppendorf).  
MATERIALES Y MÉTODOS 
42 
 Los sobrenadantes se cargaron en minigeles SDS-PAGE discontinuos 10-12% (Laemmli y 
Favre, 1973). Tras la separación, los geles se lavaron tres veces en mqH2O durante 10 minutos y se 
tiñeron con solución de tinción durante 15 minutos. Una vez transcurrido el tiempo, se descartó 
todo el líquido, se lavó en abundante mqH2O, y se añadió solución de destinción hasta que las 
bandas de las proteínas se distinguieron claramente del fondo. 
 
3.5.2 Expresión de proteínas de T. thermophilus HB27 en E.coli BL21(DE3) 
 Las células de E. coli BL21(DE3) transformadas con el vector de expresión pET22b 
portando el gen de interés se cultivaron en medio líquido LBA100 o M9A100 a 37⁰C hasta alcanzar la 
fase exponencial, estimada en una DO600= 0,3-0,5. Alcanzado este punto, se añadió al cultivo IPTG 
1 mM (concentración final) y se incubó hasta que alcanzó una DO600= 1. 
 La expresión de las librerías de mutantes de ttc1412 se llevó a cabo en placas de 96 
pocillos de 2,2 mL de capacidad conteniendo 800 µL de medio líquido LBCB100 selladas con tapas 
permeables a gases. Las colonias obtenidas en el apartado 3.4.3.2 se inocularon en las placas 
multipocillo empleando un robot seleccionador de colonias QPIX (Genetix) y se incubaron en 
agitación a 37⁰C durante 16 horas, 800 rpm. Transcurrido éste tiempo, se inocularon 80 µL del 
cultivo en placas multipocillo de 2,2 mL conteniendo 720 µL de medio líquido LBCB100 con IPTG 0,1 
mM usando un robot de pipeteo de 96 cabezales Genesis Workstation 150 (Tecan), y se permitió 
la expresión durante 16 horas. Finalizada la expresión, las células se lavaron dos veces en tampón 
fosfato sódico 50 mM pH= 7,0, se resuspendieron en 400 µL del mismo tampón y se sellaron con 
tapas de aluminio. 
  
3.5.3 Purificación por desnaturalización diferencial 
 Las proteínas de T. thermophilus HB27 expresadas en E. coli BL21(DE3) se purificaron 
empleando el método de desnaturalización diferencial, aprovechando la diferencia en la Tm entre 
las proteínas de origen termófilo y las del hospedador mesófilo.  
 Los cultivos inducidos se centrifugaron a 6.000 x g y 4⁰C durante 15 minutos en una 
centrífuga Avanti j-25 (Beckman-Coulter), y se resuspendieron en un volumen de tampón fosfato 
sódico 50 mM pH= 7,0, y se centrifugaron una vez más. Las células se resuspendieron en un 
volumen 1/100 de tampón fosfato sódico 50 mM pH= 7,0 y se sometieron a disrupción por 
ultrasonidos mediante tres pulsos continuos de 15 segundos al 100% de amplitud con descansos 
MATERIALES Y MÉTODOS 
43 
de 1 minuto entre pulsos, siendo siempre mantenidas en hielo y usando un homogeneizador 
ultrasónico Labsonic M (Sartorius). Las muestras se centrifugaron para sedimentar células enteras 
y restos de paredes celulares, y los sobrenadantes se trasladaron a tubos de 1,5 mL. 
 Cuando la expresión se llevó a cabo en placas multipocillo, las células no se sonicaron, 
sino que se sometieron directamente al tratamiento térmico. 
 Los extractos celulares, o bien las placas multipocillo con las células resuspendidas, se 
incubaron a 80⁰C durante una hora, y finalmente se centrifugaron para sedimentar los agregados 
proteicos. La fracción soluble enriquecida en proteínas de T. thermophilus se transfirió a tubos de 
1,5 mL y se midió su concentración usando el kit Protein assay (BioRad), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
 
3.5.4 Purificación por cromatografía de intercambio iónico 
 Las muestras destinadas a ultracentrifugación analítica y a análisis conformacionales se 
purificaron adicionalmente por cromatografía de intercambio iónico. 
 Los extractos purificados obtenidos en el apartado 3.5.3 se eluyeron mediante un 
gradiente de 0 a 0,5 M de NaCl a través de una columna Mini Macro-prep High Q montada sobre 
un sistema BioLogic LP (BioRad), previamente equilibrada en el mismo tampón que la muestra. 
Las fracciones recogidas se analizaron por SDS-PAGE, y aquellas que poseían la proteína de interés 
se unificaron, concentraron y desalaron empleando unidades de filtrado Amicon Ultra-15 
(Millipore). El concentrado se eluyó una vez más en una columna Mini Macro-prep High S con un 
gradiente de NaCl de 0 a 0,5 M, y las fracciones conteniendo la proteína de interés se volvieron a 
desalar y concentrar. La concentración de proteínas se determinó mediante el kit Protein Assay 
(BioRad). 
 
3.5.5 Ensayos enzimáticos 
 3.5.5.1 Síntesis de nucleósidos empleando células enteras 
 Las cepas de T. thermophilus se cultivaron en el medio y condiciones correspondientes 
hasta alcanzar la fase estacionaria, y posteriormente se centrifugaron a 6.000 x g durante 15 
minutos. Las células se lavaron en tampón fosfato sódico 50 mM pH= 7,0 y se resuspendieron en 
una quinta parte del volumen del mismo tampón conteniendo los sustratos (nucleósido donador y 
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base nitrogenada aceptora) a una concentración final de 5 mM cada uno. La reacción de síntesis 
se resume en la figura 3.1. La reacción se mantuvo en agitación durante una hora a 65⁰C y 150 
rpm, tras lo cual las muestras se filtraron mediante filtros de PTFE (politetrafluoroetileno) de 0,2 
µm de diámetro de poro y se conservaron a 4⁰C hasta su análisis. 
 
O
OH(H)OH
HH
HH
HO
O
OH(H)OH
HH
HH
HO
Nucleósido donador Nucleósido sintetizado
B2 B1
B1 B2
Base nitrogenada
aceptora
Base nitrogenada
saliente  
Figura 3.1 Reacción de síntesis de nucleósidos por transglicosilación empleando células enteras de T. thermophilus. H: 
2’-desoxirribosa; OH: ribosa. 
 
 La productividad de las reacciones se expresó en términos de mol de producto obtenido 
por millón de células, para lo cual se realizó una recta de calibrado con las diferentes cepas 
relacionando la DO660 de una suspensión con el número total de células por unidad de volumen de 
la misma, previamente determinado por contaje en cámara de Neubauer. El esquema de 
elaboración de dichas rectas de calibrado es el siguiente: 
 Se midió la DO660 de un cultivo líquido en fase estacionaria y se diluyó hasta un valor  
cercano a 1. 
 Se realizó una dilución 1:20 (v/v) en medio de cultivo y se contó el número de células 
mediante una cámara de Neubauer para obtener el valor N= millones de células por mL (Mc.mL-1) 
 Se añadieron 100 μL de la dilución anterior a una cubeta conteniendo 2 mL del mismo 
medio empleado y se anotó el valor obtenido, A1 
 Se repitió el paso anterior 9 veces hasta obtener el valor de A10 (SERIE1) 
 Se retiró 1 mL de la cubeta y se añadieron 100 μL de la dilución obtenida en el paso b, 
obteniendo el valor A11 
 Se repitió el paso anterior 9 veces hasta obtener el valor de A20 (SERIE2) 
 Se calcularon los valores Nn que se correspondían con An en base a la siguiente fórmula: 
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SERIE1:    
N1= N*(0,1/2,1) 
SERIE2:    
N11= N*(2,1/2) 
N2= N*(0.2/2.2) N12= N*(2.2/2) 
…  …  
N10= N*(1/3) N20= N*(3/2) 
 Se representó An frente a Nn y se obtuvo la ecuación de la recta ajustada 
 
 3.5.5.2 Fosforólisis de nucleósidos empleando enzimas  
 La mezcla de reacción estándar para la fosforólisis de nucleósidos se constituyó por 
tampón fosfato sódico 50 mM pH= 7,0 conteniendo sustrato 5 mM. La reacción se llevó a cabo en 
tubos de 1,5 mL conteniendo la mezcla de reacción y se inició al añadir el extracto enzimático 
obtenido en el apartado 3.5.3 o el derivado inmovilizado obtenido en el apartado 3.8. La reacción 
se dejó progresar en un baño con agua a la temperatura adecuada durante el tiempo necesario y 
se detuvo añadiendo un volumen de metanol frío. La reacción de fosforólisis se resume en la 
figura 3.2. La mezcla se agitó vigorosamente 2-3 veces y se introdujo inmediatamente en hielo 
hasta su análisis. 
 
 
Figura 3.2 Reacción de fosforólisis de nucleósidos empleando enzimas (E) de T. thermophilus HB27. H: 2’-
desoxirribosa; OH: ribosa. 
 
 3.5.5.3 Síntesis de nucleósidos empleando enzimas 
 La reacción de síntesis se realizó en un mismo tubo mediante el mecanismo en dos pasos 
resumido en la figura 3.3. 
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Figura 3.3 Reacción de síntesis de nucleósidos empleando enzimas de T. thermophilus HB27. En un primer paso, una 
enzima (E1) fosforila un nucleósido (N1) liberando la base nitrogenada (B1) y una pentosa-1P. En un segundo paso la 
misma enzima (E1) o una segunda (E2) emplea la pentosa-1P y una base nitrogenada aceptora (B2) para llevar a cabo 
la reacción inversa, sintetizando un nuevo nucleósido (N2). H: 2’-desoxirribosa; OH: ribosa. 
 
 La mezcla de reacción estándar para la síntesis de nucleósidos estaba compuesta de 
tampón fosfato sódico 50 mM pH= 7,0, nucleósido donador (N1) 5 mM, base aceptora (B2) 5 mM. 
La reacción se llevó a cabo en tubos de 1,5 mL conteniendo la mezcla de reacción y se inició al 
añadir el extracto enzimático obtenido en el apartado 3.5.3. La reacción se dejó progresar en un 
baño con agua a la temperatura adecuada y se detuvo añadiendo un volumen de metanol frío. La 
mezcla se agitó vigorosamente 2-3 veces y se introdujo inmediatamente en hielo hasta su análisis. 
 
 3.5.5.4 Cribado en placas multipocillo 
 Los extractos purificados conteniendo las variantes de la proteína TTC1412 obtenidos en 
el apartado 3.5.3 se emplearon en reacciones test a fin de evaluar su capacidad para fosforolizar 
arabinósidos. Para ello se dispensaron en placas multipocillo de 2,2 mL 100 µL de extracto 
enzimático y 100 µL de tampón fosfato sódico 50 mM pH= 7,0 conteniendo uracilo-1-β-D-
arabinofuranósido 4 mM, usando un robot de pipeteo de 96 cabezales Genesis Workstation 150 
(Tecan). Las placas se sellaron con tapas de aluminio y se incubaron a 70⁰C durante 2 horas. 
Finalizado el tiempo, se detuvo la reacción por adición de un volumen de metanol frío, y se 
transfirieron 200 µL de la muestra a placas multipocillo,  que se sellaron con una tapa de aluminio 
y se almacenaron a 4⁰C hasta su análisis. 
 
3.6 MÉTODOS ANALÍTICOS 
 El análisis de todas las reacciones se siguió por HPLC en condiciones de fase reversa en un 
equipo Agilent Serie 1100 equipado una columna C18 Mediterranea Sea (15 cm x 0.46 cm, 
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tamaño de partícula de 5µm, Teknokroma) termostatizada a 37⁰C, un detector ultravioleta (λ= 
254 nm). La fase móvil empleada fue en todos los casos H2O/metanol en diferentes proporciones, 
atendiendo a la naturaleza química del analito. 
 El análisis de los resultados de la reacción de fosforólisis del uracilo-1-β-D-
arabinofuranósido para las distintas librerías de mutantes de TTC1412 se llevó a cabo por HPLC en 
fase reversa en un LC-20AD (Shimadzu) equipado con inyector automático adaptado para el 
análisis en placas multipocillo, empleando una columna Eclipse PlusC18 (15 cm x 0.46 cm, tamaño 
de partícula de 5µm, Zorbax) y un detector ultravioleta a 254 nm. 
 Estas condiciones de análisis permiten detectar los anillos aromáticos de las bases 
nitrogenadas, sea en su forma libre o conjugada. Los ensayos de actividad fosforilasa fueron 
evaluados en función de la proporción entre la base nitrogenada liberada y el nucleósido 
remanente. Los ensayos de síntesis de nucleósidos se evaluaron en función de la proporción entre 
el nucleósido sintetizado y la base nitrogenada aceptora remanente. 
 
3.7 ULTRACENTRIFUGACIÓN ANALÍTICA 
 Los experimentos de ultracentrifugación analítica se llevaron a cabo en las instalaciones 
del Centro de Investigaciones Biológicas (CSIC, España) en una ultracentrífuga Optima XL-I 
(Beckman-Coulter) equipada con detector ultravioleta y un rotor An-50Ti con piezas centrales de 
doble sector de 1,2 cm de Epon-charcoal. Las muestras de proteína se analizaron a 20⁰C en 
tampón fosfato sódico 50 mM pH= 7,0. En todos los casos la pureza de las proteínas fue mayor del 
90%, y su concentración no superior a 1,1 mg.mL-1. Por cada proteína se analizaron dos 
concentraciones diferentes, 1x y 2x. Se llevaron a cabo experimentos de velocidad de 
sedimentación y equilibrio de sedimentación con el objeto de determinar la masa molar de las 
proteínas purificadas en el apartado 3.5.4. 
 
3.7.1 Velocidad de sedimentación 
 Las muestras se centrifugaron a 120.000 x g. Los datos experimentales de concentración 
frente al radio obtenidos a lo largo del tiempo fueron analizados mediante el programa SEDFIT 
para obtener los valores de coeficiente de sedimentación (S) frente a la distribución aparente del 
coeficiente de sedimentación c(s). Esta representación permitió obtener información acerca de la 
cantidad de especies presentes en una muestra, así como una aproximación a la masa molecular.  
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3.7.2 Equilibrio de sedimentación 
 Para la obtención de valores precisos de masa molar se llevaron a cabo estudios de 
equilibrio de sedimentación. Las muestras se sometieron a campos de fuerza crecientes desde 
3.000 a 14.000 x g. En estas condiciones el desplazamiento de las proteínas a lo largo del eje de 
rotación y la difusión quedan compensados, llegando a un punto de equilibrio. Alcanzado este 
estado, los datos experimentales se analizaron y se convirtieron a valores de masa molecular 
boyante (Mb), y se corrigieron posteriormente a masa molecular (M) a través de la fórmula Mb= 
M(1-vr), donde v es el volumen específico parcial de la proteína, calculado teóricamente a partir 
de su composición en aminoácidos, y r es la densidad del tampón. Para todos los cálculos se 
utilizó la herramienta HETEROANALYSIS. 
 
3.8 INMOVILIZACIÓN DE ENZIMAS EN SOPORTE SÓLIDO 
3.8.1 Soportes empleados 
 Los soportes EC-EP (epóxido) y EC-HFA (aminoepóxido) se compraron a Resindion S.L.R. 
(Mitsubishi Chemical Corporation). Los soportes DEAE- y Q-agarosa se compraron a Biorad. La PEI 
se compró a Aldrich y se preparó sisguiendo el protocolo descrito por Mateo (Mateo y cols., 2000). 
El soporte MANAE-agarosa se sintetizó siguiendo el método descrito por Fernández-Lafuente 
(Fernandez-Lafuente y cols., 1993). Todos los soportes fueron cedidos amablemente por el grupo 
del Dr. Guisán (Instituto de Catálisis y Petroleoquímica, CSIC, España). 
  
3.8.2 Inmovilización de enzimas sobre soportes covalentes 
 3.8.2.1 Inmovilización de enzimas sobre soportes funcionalizados con grupos epóxido 
 Los soportes se prelavaron con mqH2O y se secaron por filtración en un matraz kitazato 
con filtro acoplado a una bomba de vacío, tras lo cual se preparó la muestra de proteína a 0,05 
mg.mL-1 en tampón fosfato sódico 1 M, pH= 7,0. La alta fuerza iónica del tampón favorece la unión 
al soporte ya que ésta se produce en dos pasos: i) una interacción hidrofóbica, rápida y reversible, 
que está favorecida en condiciones de alta fuerza iónica, y ii) una unión covalente más lenta entre 
los grupos epóxido del soporte y los grupos ε-amino de las lisinas de la superficie de la proteína 
próximos en el espacio.  
 Se puso en contacto 1 g de soporte y 10 mL de proteína a 4⁰C en agitación durante 24 
horas. Transcurrido este tiempo, se tomó una muestra del sobrenadante (SB1), se filtró y lavó el 
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soporte en 10 mM de agua pura, calidad mili-Q (mqH2O) durante 15 minutos para eliminar la 
proteína no unida covalentemente, se tomó al final una muestra del sobrenadante (SB2) y, 
finalmente, se volvió a filtrar. Se realizaron dos lavados más en mqH2O, se añadieron 10 mL de 
glicina 3 M, pH= 8,5 para bloquear los grupos epóxido libres (Mateo y cols., 2003) y se mantuvo 24 
horas a 4⁰C en agitación. El derivado inmovilizado se lavó en tampón fosfato sódico 50 mM pH= 
7,0, se secó por filtración y se almacenó a 4⁰C hasta su empleo en ensayos de actividad. 
 Para evaluar la unión de la proteína al soporte, se utilizó el kit Protein Assay (BioRad) para 
medir la concentración de proteína de las muestras SB1 y SB2. Teniendo en cuenta los volúmenes 
empleados en unión y lavado, y las concentraciones de proteína obtenidas, se calculó el 
porcentaje de proteína no unida covalentemente, teniendo en cuenta que la proteína presente en 
SB1 no interaccionó con el soporte, y la presente en SB2 se adsorbió por interacción hidrofóbica 
pero se desorbió durante el lavado a baja fuerza iónica. 
 
 3.8.2.2 Inmovilización de enzimas sobre soportes funcionalizados con grupos 
aminoepóxido  
 Los soportes se acondicionaron como se indicó en el apartado 3.8.1.1, y la muestra de 
proteína se preparó a 0,05 mg.mL-1 en tampón fosfato sódico 10 mM, pH= 7,0. En los soportes 
funcionalizados con grupos aminoepóxido, al contrario que en el caso de la unión a grupos 
epóxido, la primera interacción se produce por atracción de cargas entre los grupos amino del 
soporte y los carboxilos de la superficie de la proteína, por lo que se tuvo que mantener la fuerza 
iónica lo más baja posible para permitir el establecimiento de estos enlaces iónicos. 
 Se puso en contacto 1 g de soporte y 10 mL de proteína a 4⁰C en agitación durante 24 
horas. Transcurrido este tiempo, se tomó una muestra del sobrenadante (SB1), se filtró y lavó el 
soporte en 10 mL de NaCl 1 M durante 15 minutos para eliminar la proteína no unida 
covalentemente, se tomó al final una muestra del sobrenadante (SB2) y se volvió a filtrar. Se 
realizaron dos lavados más en NaCl 1 M, se añadieron 10 mL de glicina 3 M, pH= 8,5 para 
bloquear los grupos epóxido libres (Mateo y cols., 2003) y se dejó 24 horas a 4⁰C en agitación. El 
derivado inmovilizado se lavó en tampón fosfato sódico 50 mM pH= 7,0, se secó por filtración y se 
almacenó a 4⁰C hasta su empleo en ensayos de actividad. 
 La unión de la proteína al soporte se evaluó de la misma manera que en el apartado 
3.8.1.1. 
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3.8.3 Inmovilización de enzimas sobre soportes iónicos 
 Las muestras de proteínas se prepararon a 0,05 mg.mL-1 en tampón fosfato sódico 50 mM, 
pH= 7,0 y se pusieron en contacto con 1 g de soporte iónico (DEAE- , Q- , PEI- o MANAE-agarosa), 
previamente lavado en mqH2O y filtrado, a 4⁰C con agitación. De forma periódica se tomaron 
muestras del sobrenadante y se midió su concentración de proteínas para determinar el 
porcentaje de proteína unida. Cuando el porcentaje se mantuvo constante, los soportes se 
filtraron y resuspendieron en 10 mL de glutaraldehído 0,5 % (v/v) y se mantuvieron durante una 
hora a 4⁰C en agitación. El glutaraldehído es un agente entrecruzante que crea uniones covalentes 
entre las aminas del soporte y las ε-aminas de las lisinas de superficie en la proteína, evitando la 
posterior desorción de ésta durante los ensayos de actividad. 
 
3.9 ANÁLISIS CONFORMACIONAL MEDIANTE ESPECTROSCOPÍA DE FLUORESCENCIA 
 Se empleó un espectrofluorímetro AMINCO-Bowman Series 2 (Thermo) acoplado a un 
baño de agua con circulación continua y agitación magnética. Se estableció la longitud de onda 
del monocromador de excitación en 280 nm y se registró el espectro de emisión entre 300 y 400 
nm como la media de tres medidas consecutivas. Antes de la medición, las muestras se 
mantuvieron en la cámara durante 15 minutos para su acondicionamiento a las condiciones 
experimentales. Cuando fue necesario, los espectros obtenidos se deconvolucionaron empleando 
la utilidad SOLVER, incluida en el programa Microsoft Excel. Todas las muestras de proteína 
analizadas provinieron de la purificación detallada en el apartado 3.5.4 
 
3.10 HERRAMIENTAS INFORMÁTICAS 
3.10.1 Análisis de secuencias 
 Para el ensamblado, comparación y traducción de secuencias se empleó el programa 
Gene Jockey II para Macintosh y para el diseño de oligonucleótidos se utilizó el programa 
VectorNTI para PC. Las búsquedas de homología se hicieron a través mediante el algoritmo BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool, (Altschul y cols., 1997) y los alineamientos de secuencia a 
través de CLUSTALW (Larkin y cols., 2007), ambos alojados en el servidor NCBI. Para la predicción 
de dominios se empleó el servidor Pfam (Finn y cols., 2008). 
 La base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, (Kanehisa y Goto, 
2000; Kanehisa y cols., 2010)) se utilizó para obtener la información acerca de vías metabólicas, 
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reacciones enzimáticas y bases de datos de ligandos. La búsqueda de secuencias de T. 
thermophilus se realizó mediante el del servidor BacMap que dispone de una amplia base de 
datos de genomas secuenciados, así como otras herramientas integradas para la búsqueda de 
secuencias por homología. Las estructuras tridimensionales se consultaron en el servidor PDB 
(Protein Data Bank, (Bernstein y cols., 1978)). 
 
3.10.2 Modelado por homología y docking molecular 
 Para realizar el modelado por homología de la proteína TTC1412 se empleó la macro 
hm_build del paquete informático YASARA. El docking molecular de diferentes ligandos sobre el 
mejor modelo de homología obtenido se llevó a cabo mediante una macro personalizada de 3 Å 
de RSMD mínimo para el ligando y 25 iteraciones, utilizando el campo de fuerza YASARA2. 
Finalmente, se minimizó la energía del complejo tanto in vacuo como en presencia de H2O 
mediante la macro em_run utilizando el campo de fuerza YASARA2. 
 
3.10.3 CASTing 
 La selección de los residuos susceptibles de ser modificados por ISM (apartado 3.4.3.2) se 
llevó a cabo de acuerdo con el método descrito por el grupo del Dr. Reetz (Reetz y Carballeira, 
2007) sobre el modelo obtenido en el apartado 3.10.2 empleando la aplicación DS Visualizer 
incluido en el paquete Discovery Studio (Accelrys).  
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4 RESULTADOS 
 
CAPÍTULO 1. SÍNTESIS DE NUCLEÓSIDOS EMPLEANDO CÉLULAS DE T. thermophilus 
 El primer bloque de trabajo se centró en la búsqueda de actividades de interés mediante 
ensayos test empleando células enteras de diferentes cepas de T. thermophilus. La síntesis de 
nucleósidos por transglicosilación (es decir, transferencia de un residuo de pentosa desde un 
nucleósido hasta una base nitrogenada aceptora) observada en estos microorganismos se 
consideró la más relevante a este respecto.  
 
4.1.1 Reacciones de síntesis de nucleósidos catalizadas por células enteras de T. thermophilus 
 4.1.1.1 Selectividad frente a la base purínica y estructura del anillo de pentosa 
Como primera aproximación, se estudió la capacidad de las cepas de T. thermophilus para 
sintetizar nucleósidos de purina a partir de un nucleósido de pirimidina y una purina libre. La 
reacción de síntesis se llevó a cabo empleando células en condiciones de no crecimiento, es decir, 
cultivadas en medio líquido hasta alcanzar la fase estacionaria y posteriormente centrifugadas y 
resuspendidas en un tampón (ver apartado 3.5.5.1 para los detalles experimentales). Se llevaron a 
cabo cuatro tipos de reacción a fin de evaluar la selectividad de las cepas frente a 6-oxopurinas 
(hipoxantina) y 6-aminopurinas (adenina), así como su capacidad para distinguir entre ribósidos y 
2’-desoxirribósidos (Figura 4.1). 
 Todas las cepas estudiadas catalizaron la síntesis de nucleósidos de purina, y el perfil 
observado de selectividad hacia la base aceptora fue uniforme entre las once cepas; los valores de 
productividad de síntesis de nucleósidos 6-oxopurínicos y 6-aminopurínicos fueron similares, 
excepto en el caso de las cepas FIJI3A1 y VG7, que presentaron un 50% más de actividad frente a 
6-oxopurinas que frente a 6-aminopurinas (Figura 4.2). La reacción tuvo lugar cuando el 
nucleósido donador contenía tanto ribosa como 2’-desoxirribosa, si bien las conversiones 
obtenidas con 2’-desoxiribosa fueron casi el doble para todas las cepas, lo que pone de relieve 
una selectividad generalizada hacia 2’-desoxinucleósidos. Las cepas VG7 y FIJI3A1 fueron las más 
productivas en la síntesis de purinas, mientras que NAR1 y RQ1 fueron las que dieron menor 
rendimiento. 
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Figura 4.1 Esquema de las reacciones de evaluación de síntesis de nucleósidos de purina por transglicosilación 
empleando células de T. termophilus.  
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Figura 4.2 Productividad de la síntesis de nucleósidos de purina empleando células enteras de T. thermophilus en 
condiciones de no crecimiento. 
 
 En microorganismos mesófilos es frecuente encontrar subproductos de desaminación 
cuando se trabaja con 6-aminopurinas (Trelles y cols., 2004; Santaniello y cols., 2005; Trelles y 
cols., 2005). Estas desaminaciones se atribuyen a las actividades adenosín-deaminasa (ADA, EC 
3.5.4.4) y adenasa (EC 3.5.4.2), que desaminan nucleósidos de adenina o adeninas libres y 
generan como subproductos inosina, hipoxantina y sus nucleósidos, lo que reduce 
ostensiblemente la productividad del proceso (Figura 4.3). En estos casos el problema se ha 
solventado elevando la temperatura de la reacción hasta los 60⁰C, donde la ADA se desactiva 
mientras que se preserva la actividad sintetasa, si bien estas condiciones de reacción tienen un 
impacto negativo sobre la viabilidad celular (Condezo y cols., 2006). En el caso de las cepas de T. 
thermophilus, las reacciones de síntesis empleando aminopurinas transcurrieron de manera 
limpia sin que se observara la aparición de picos secundarios atribuibles a la aparición de 6-
oxonucleósidos o 6-oxopurinas como producto de la desaminación degradativa catalizada por una 
adenasa o una ADA en los perfiles de HPLC (datos no mostrados).  
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Figura 4.3 Efecto de las actividades adenosín-deaminasa y adenasa en la síntesis de nucleósidos de 6-aminopurina. 
 
 4.1.1.2 Selectividad frente a la pirimidina del nucleósido donador 
 Una vez establecidas las selectividades aparentes hacia la purina aceptora y la pentosa 
transferida a ésta, se llevaron a cabo dos nuevas series de reacciones con el objeto de determinar 
la especificidad hacia la pirimidina del donador. Para ello se utilizaron nucleósidos de timina o de 
uracilo como donadores de la reacción (Figura 4.4). Estas reacciones se realizaron con aquellas 
cepas que mostraron mejor productividad en el apartado anterior. 
 Los resultados de esta nueva serie de reacciones se resumen en la figura 4.5, donde se 
incluyen las productividades obtenidas anteriormente con 2’-desoxiuridina (ver Figura 4.2) para 
facilitar su comparación. Todas las cepas empleadas fueron capaces de sintetizar nucleósidos de 
purina empleando timidina como donador de nucleósidos, y los valores observados de 
productividad en la síntesis de 2’-desoxiadenosina fueron muy similares tanto cuando se empleó 
timidina como 2’-desoxiuridina como nucleósido donador, si bien las cepas PRQ16 y PRQ25 
fueron más productivas con éste último. En contraposición, la productividad en la síntesis de 2’-
desoxiinosina de todas las cepas se redujo entre un 30 y un 50% cuando se utilizó timidina. VG7 
fue la cepa que mostró mayor productividad para la síntesis de nucleósidos de purina empleando 
timidina como donador, mientras que  FIJI3A1 fue la menos productiva, en contraste con lo 
observado en el apartado anterior. 
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Figura 4.4 Reacciones para la evaluación de la especificidad de pirimidinas en la síntesis de nucleósidos de T. 
termophilus. 
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Figura 4.5 Productividad de diferentes cepas de T. thermophilus en la síntesis de nucleósidos de purina empleando 
diferentes nucleósidos de pirimidina como donador de pentosa. 
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4.1.2 Influencia del pH y la relación molar de sustratos en la productividad de la síntesis  
 Se estudió la influencia de dos parámetros sobre la productividad de T. thermophilus 
HB27 en la síntesis de 2’-desoxiadenosina a partir de 2’-desoxiuridina: el valor de pH del tampón 
de reacción y la relación molar nucleósido donador/base aceptora. Se eligió la cepa HB27 al 
ofrecer sobre el resto la ventaja de poseer el genoma secuenciado, lo que permitiría un posterior 
cribado virtual del mismo para la clonación de enzimas. Partiendo de las condiciones estándar de 
síntesis (ver apartado 3.5.5.1), se hicieron sucesivos ensayos variando el parámetro a estudiar.  
 La reacción transcurrió mejor a valores de pH ácidos, si bien la diferencia en la actividad 
entre 6,0 y 8,0 fue inferior al 25% (Figura 4.6A). A valores de pH inferiores a pH 6,0 no se pudo 
determinar la actividad debido a problemas de viabilidad celular. Esta tolerancia a amplios rangos 
de pH se correlaciona con lo expuesto durante el capítulo de introducción, según lo cual los 
microorganismos termófilos, a diferencia de los mesófilos, poseen una resistencia adaptativa a 
condiciones de mayor acidez, exhibiendo por ello rangos en lugar de valores puntuales óptimos 
de pH. A la hora de emplear un biocatalizador en una biotransformación, esta tolerancia permite 
una mayor flexibilidad en las condiciones de reacción empleadas, así como en su control. 
 En cuanto a la influencia de la relación molar de sustratos sobre la actividad sintética de 
las células, ésta aumentó cuando se emplearon los sustratos en una relación molar diferente a la 
estequiométrica, 1:1 (Figura 4.6B). A éste respecto, la adición de un exceso de nucleósido 
donador operó con un mayor aumento de la actividad que cuando se añadió un exceso de base 
aceptora, observándose la mayor actividad cuando se utilizó una relación molar de 10:1. Aunque 
este hecho pondría de manifiesto que la síntesis está limitada por la disponibilidad del nucleósido 
donador de pentosa, el efecto observado por la adición de un exceso de éste frente al de un 
exceso de base nitrogenada aceptora supone una mejora de la productividad moderada. Por lo 
tanto, y debido al elevado precio de algunos de reactivos, su consumo en exceso deberá ser 
evaluado. 
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Figura 4.6 Efecto de A) pH del tampón de reacción y B) proporción nucleósido donador/base aceptora en la 
síntesis de 2’-desoxiadenosina a partir de 2’-desoxiuridina empleando células enteras de T. thermophilus HB27. 
Condiciones del valor central: [dUrd]= 5 mM; [A]= 5 mM en tampón fosfato sódico 50 mM, pH= 7,0. Actividad 
expresada en términos relativos con respecto al valor central. dUrd= 2’-desoxiuridina; A= adenina. 
 
CAPÍTULO 2. IDENTIFICACIÓN, EXPRESIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE NUCLEÓSIDO 
FOSFORILASAS DE T. thermophilus HB27 
 En las células enteras empleadas como biocatalizadores, la maquinaria celular se 
mantiene en estado latente, aún cuando se emplean células en condiciones de no crecimiento. 
Ello conlleva la aparición en ciertos casos de reacciones no esperadas con formación de 
productos secundarios. Además, el empleo de células enteras a escala industrial lleva 
asociados otros problemas, como el mantenimiento de la viabilidad celular y la necesidad de 
regular la vía metabólica de interés. Debido a esto, se decidió indagar en el mecanismo 
responsable de la actividad observada con el fin de identificar y aislar las enzimas implicadas 
para su posterior aplicación en procesos de síntesis más fácilmente controlables. El presente 
capítulo aborda el estudio del genoma de la cepa HB27 y la identificación, clonación y 
purificación de proteínas candidatas, así como su posterior caracterización bioquímica, estudio 
de sus parámetros cinéticos y determinación de su estructura oligomérica. 
 
4.2.1 Búsqueda de genes homólogos 
 A lo largo del Capítulo 1 se estudió la síntesis de nucleósidos por transferencia de una 
pentosa desde un nucleósido que actuaba de donador hasta una base nitrogenada que 
actuaba de aceptora. Tal como se discutió previamente en la introducción, hay dos enzimas 
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capaces de llevar a cabo la transglicosilación de nucleósidos, las nucleósido fosforilasas (NPs, 
EC 2.4.2.1 y 2.4.2.2) y las nucleósido-desoxirribosiltransferasas (NdRTs, EC 2.4.2.6), de modo 
que se llevó a cabo la búsqueda de genes cuyos productos estuvieran anotados como tales en 
el genoma de T. thermophilus HB27. La cepa seleccionada para el cribado virtual fue HB27, ya 
que junto a HB8 es la única cepa cuyo genoma está secuenciado (Henne y cols., 2004; 
Takayama y cols., 2004).  
 El genoma de HB27 contenía dos genes cuyos productos estaban anotados como 
putativas purín nucleósido fosforilasas (PNPs): TTC0194 (275 aminoácidos, 30 KDa) y TTC1070 
(235 aminoácidos, 25 KDa), y uno cuyo producto estaba anotado como una putativa timidín 
fosforilasa, TTC1412 (423 aminoácidos, 45 KDa), todos ellos codificados en el cromosoma.  
 La identificación de motivos en los productos de expresión teóricos puso de manifiesto 
la existencia de un dominio PNP_UDP_1 (superfamilia de las fosforilasas) en TTC0194 y 
TTC1070, y un dominio PYNP_C (pirimidín nucleósido fosforilasa) así como un dominio parcial 
glicosiltransferasa en TTC1412. 
 Empleando las secuencias de TTC0194, TTC1070 y TTC1412, se hizo una nueva 
búsqueda por homología en el genoma de HB27. Se seleccionaron once genes que se 
sometieron a una nueva identificación de dominios a fin de determinar su pertenencia a la 
superfamilia de las fosforilasas o glicosiltransferasa. De los once genes, se seleccionaron tres 
para su clonación: TTC1185 (220 aminoácidos, 23 KDa), producto anotado como una putativa 
nucleosidasa, con un dominio parcial PNP_UDP_1; TTC1491 (329 aminoácidos, 34 KDa), 
producto anotado como antranilato fosforribosiltransferasa, con un dominio 
glicosiltransferasa; TTC0188 (225 aminoácidos, 24 KDa), producto anotado como proteína 
hipotética y con un dominio PNP_UDP_1. Estos tres genes también se encontraban codificados 
en el cromosoma.  
 En total fueron seis secuencias las seleccionadas para su clonación, cuyo contexto 
genético se detalla en figura 4.7. Debido a la ausencia de información acerca de la posible 
función del producto de TTC0188, se llevó a cabo una búsqueda por homología en la base de 
datos de secuencias no redundantes de proteínas del NCBI. Los mejores valores E se 
obtuvieron con la enzima futalosina sintasa de microorganismos pertenecientes al género 
Thermus y Meiothermus. La actividad futalosina sintasa se engloba en una ruta alternativa 
recientemente descrita para la síntesis de menaquinona (Hiratsuka y cols., 2008) y su sustrato, 
la futalosina, consta una inosina conjugada con una molécula de corismato. Su contexto 
genético no se asoció con ninguna proteína de esta ruta alternativa, y se situó junto a 
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proteínas del ribosoma y un factor de iniciación de la transcripción tipo IF-3, además de dos 
genes de función desconocida similares a una glicerol-3-fosfato aciltransferasa (biosíntesis de 
lípidos) y un homólogo de proteínas de exportación de drogas. 
 El gen TTC0194 se situó junto al gen YlmE, cuya función es desconocida, y al de otro 
codificante de una proteína, de función también desconocida, cuyo análisis por homología 
reveló similitud con DivIVA, un iniciador de la división celular. 
 El gen TTC1070 se situó junto a un transportador tipo ABC, una posible hidratasa 
implicada en la degradación de ácidos grasos y fosfolípidos, y una proteína hipotética que 
presentó similitud con fosfohidrolasas dependientes de metales de especies del género 
Thermus y Deinococcus. 
 En el caso de TTC1185 sí se pudo observar cierta relación entre la función predicha y el 
contexto genético, ya que se situaba junto a una ribosa-fosfato pirofosfoquinasa, enzima que 
está implicada en la ruta de síntesis de purinas, a una S-ribosil homocisteinasa, proteína 
perteneciente a la familia de las nucleósido fosforilasas (Pugmire y Ealick, 2002) y a una 
proteína hipotética de función desconocida.  
 El gen TTC1412 se situó junto a un elevado número de genes de pequeño tamaño cuya 
función estaba fundamentalmente asociada a la síntesis de la pared celular y lípidos de 
membrana, así como diferentes reductasas de función desconocida que no guardaban relación 
con la función predicha para éste. 
 El gen TTC1491 se encontraba anotado como una posible antranilato 
fosforribosiltransferasa, una enzima implicada en la biosíntesis de aminoácidos aromáticos que 
media la síntesis de N-(5-fosfo-D-ribosil) antranilato a partir de antranilato y 5-fosfo-α-D-ribosa 
1-difosfato. A su vez, el antranilato es sintetizado por la antranilato sintasa, una enzima 
compuesta por una subunidad α y una subunidad β. En el caso de HB27, los genes que 
codificaban estas dos subunidades y el que codificaba la actividad predicha como antranilato 
fosforribosiltransfera se encontraban adyacentes en el genoma, constituyendo un 
agrupamiento de expresión, en el que también se incluía una esterasa de función desconocida. 
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Figura 4.7 Contexto genético de los genes de T. thermophilus HB27 seleccionados para su clonación. En color rojo 
se indican los genes transcritos desde la hebra codificante y en azul los transcritos desde la hebra complementaria. 
 
 En general, el contexto genético de los genes seleccionados aportaba poca información 
acerca de su función fisiológica, lo que se veía agravado por el hecho de que la función de gran 
parte de los genes de HB27, o bien se infiere mediante herramientas de predicción, o bien 
resulta desconocida. Por lo tanto, se consideró necesario expresar dichos genes y comprobar 
su función in vitro para confirmar si poseían actividad NPasa. 
 
4.2.2 Clonación, expresión y purificación de posibles NPs de T. thermophilus HB27 
 Las enzimas se clonaron en el vector pGEM-T, que se encuentra linealizado y que 
posee una timina en 3’ del sitio de clonación, lo que facilitó su ligación con los productos de 
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PCR obtenidos con la polimerasa Tth, que introduce una adenina en 3’. Las construcciones se 
transformaron con éxito en células de E. coli DH5α, y los fragmentos pertenecientes a los 
genes de interés se obtuvieron por doble digestión con NdeI y EcoRI, cuyas dianas se 
introdujeron mediante cebadores específicos en la PCR. Estos fragmentos se purificaron y 
ligaron adecuadamente en el vector pET22b, el cual permite la expresión de la proteína bien 
en su forma nativa, o bien añadiendo una cola terminal de histidinas para facilitar su posterior 
purificación mediante cromatografía de afinidad en columnas de níquel. En este caso, dado 
que los genes iban a ser expresados en un sistema heterólogo de carácter mesófilo, lo que 
permite su purificación mediante desnaturalización diferencial por tratamiento de calor, la 
introducción de una cola de histidinas se consideró innecesaria, y se clonaron los genes en su 
forma silvestre. 
 Cinco de los seis genes se expresaron adecuadamente en células de E. coli BL21(DE3) y 
se observó un producto del tamaño esperado en los extractos inducidos, si bien el gen 
TTC1185 no se consiguió expresar en el sistema seleccionado. Aunque no se pudo establecer 
una causa, se puede sugerir que ciertas interferencias en el plegamiento o toxicidad del 
producto podrían estar detrás de la ausencia de expresión. En cualquier caso, algunos estudios 
de genómica estructural con termófilos han revelado que entre el 20 y el 40% de las pautas de 
lectura abierta codificadas en estos microorganismos no pueden ser expresadas en E. coli 
(Jenney y Adams, 2008).  
 La purificación por el método de desnaturalización diferencial consiguió desnaturalizar 
gran parte de las proteínas del organismo hospedador, que, al agregar, permitieron su 
sedimentación por centrifugación, con lo que se obtuvo una fracción soluble enriquecida en el 
producto de expresión correspondiente con una pureza cercana al 40%. 
 La purificación de TTC0194, TTC1070 y TTC1412 por cromatografía de intercambio 
iónico permitió obtener valores de pureza cercanos al 90%.  
 En la figura 4.8 se ilustra una comparativa entre el grado de purificación obtenido por 
los diferentes métodos empleados. Como se puede apreciar en la imagen, la purificación por 
desnaturalización diferencial conduce a excelentes resultados, además de ser un método fácil, 
sencillo y escalable a grandes volúmenes. Por ello, y por el hecho de que el tratamiento 
térmico garantiza también la inactivación de enzimas que pudieran interferir en los ensayos, 
fue ésta la técnica elegida para obtener el biocatalizador empleado en subsiguientes ensayos 
de actividad. 
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Figura 4.8 Purificación de TTC0194 
(carriles 1-3), TTC1070 (carriles 4-6) 
y TTC1412 (carriles 7-9). 1,4 y 7: 
extracto total; 2,5 y 8: purificación 
por desnaturalización diferencial; 
3,6 y 9: purificación por intercambio 
iónico. 
 
4.2.3 Ensayos de actividad fosforilasa 
 Los productos de expresión obtenidos en el apartado anterior se sometieron a ensayos 
de prueba para la detección de actividad NPasa. Para llevar a cabo este estudio, se incubaron 
diferentes nucleósidos naturales con los extractos obtenidos tras la desnaturalización 
diferencial. Para ello se emplearon ribósidos y 2’-desoxirribósidos de todas las bases naturales 
(A, C, G, T, U) y se siguió la liberación de la base nitrogenada por fosforólisis del nucleósido. 
 Los resultados de estos ensayos iniciales se resumen en la tabla 4.1. TTC0194, TTC1070 
y TTC1412 fueron capaces de romper el enlace N-glicosídico entre la pentosa y la base, lo que 
ponía de manifiesto especificidades claramente diferenciables y no superponibles. TTC0194 
reconoció específicamente conjugados de 6-aminopurina (adenina) y TTC1070 de 6-oxopurinas 
(hipoxantina y guanina). Por otra parte, TTC1412 reconoció nucleósidos de uracilo y timina, 
pero no de citosina ni de purina. Las especificidades de estas tres enzimas resultaron no 
solapantes, abarcaron todos los nucleósidos naturales, excepto los conjugados de citosina, y 
en todos los casos presentaron mayor actividad frente a 2’-desoxirribosa. Las especificidades 
observadas fueron coherentes con la descripción de los productos génicos disponibles en la 
base de datos del genoma de HB27 (apartado 4.2.1) y explicaron la actividad sintética 
observada en el apartado 4.1.1 empleando células enteras, ya que una combinación de las tres 
enzimas sería capaz de llevar a cabo la transglicosilación de cualquier nucleósido, excepto de 
citosina, con selectividad hacia 2’-desoxirribosa. A pesar de que TTC1412 mostró especificidad 
hacia pirimidinas, fue incapaz de reconocer nucleósidos de citosina, según lo observado para 
todas las pirimidín nucleósido fosforilasas descritas hasta la fecha.  
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Tabla 4.1 Fosforólisis de nucleósidos naturales empleando productos de expresión de T. thermophilus HB27. 
Condiciones: sustrato 5 mM en tampón fosfato sódico 50 mM, pH= 7,0, extracto enzimático 5 µg.mL-1, 30’ a 65⁰C. 
Actividad expresada en porcentaje de nucleósido fosforolizado. N/D: no detectado. 
Sustrato TTC0188 TTC0194 TTC1070 TTC1412 TTC1491 
Adenosina N/D 24.2±0.2 N/D N/D N/D 
2’-desoxiadenosina N/D 27.8±0.4 N/D N/D N/D 
Guanosina N/D N/D 8.7±0.1 N/D N/D 
2’-desoxiguanosina N/D N/D 22.5±0.3 N/D N/D 
Inosina N/D N/D 19.1±0.2 N/D N/D 
2’-desoxiinosina N/D N/D 40.5±0.3 N/D N/D 
Uridina N/D N/D N/D 15.2±0.5 N/D 
2’-desoxiuridina N/D N/D N/D 40±1 N/D 
Timidina N/D N/D N/D 29.7±0.9 N/D 
Citidina N/D N/D N/D N/D N/D 
2’-desoxicitidina N/D N/D N/D N/D N/D 
 
 En contraposición, los productos de expresión TTC0188 y TTC1941 no mostraron 
actividad fosforolítica con ninguno de los sustratos empleados y, por lo tanto, se descartaron 
en subsiguientes ensayos. 
 De manera paralela, se llevaron a cabo controles con extractos de E. coli BL21(DE3) 
transformados con el plásmido pET22b vacío y sometidos al mismo tratamiento térmico de 
purificación. En ningún caso el fondo de proteína del organismo hospedador presente en la 
fracción soluble mostró actividad fosforolítica (datos no mostrados). 
 La reacción de fosforólisis catalizada por las NPs requiere de un ortofosfato libre que 
ataca el enlace N-glicosídico vía SN2 para liberar la base nitrogenada. Así pues, el empleo de 
tampón fosfato en estas reacciones no sólo cumple un papel de mantenimiento del pH sino de 
aporte de sustrato. Esta dependencia del anión fosfato para la fosforólisis del nucleósido 
distingue la actividad NPasa de la catalizada por las nucleosidasas que hidrolizan el enlace N-
glicosídico y liberan una pentosa sin fosforilar en una reacción irreversible. Para comprobar si 
la liberación de la base nitrogenada observada con las enzimas TTC0194, TTC1070 y TTC1412 
en estas reacciones se debía a una fosforólisis, atribuible a una NP, o a una hidrólisis catalizada 
por nucleosidasas, se repitieron las reacciones sustituyendo el tampón fosfato de la reacción 
por tris-HCl 50 mM, pH= 7,1. Además, para minimizar la presencia de fosfato en el extracto 
enzimático, las proteínas empleadas a tal fin se purificaron a partir de un nuevo cultivo 
inducido según el método descrito en el apartado 3.5.3 sustituyendo el tampón fosfato sódico 
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por el mismo tampón tris-HCl de la reacción. En estas reacciones, que se llevaron a cabo bajo 
las mismas condiciones que las anteriormente descritas, no se detectó ninguna actividad 
(datos no mostrados).  
 
4.2.4 Ensayos de actividad sintasa 
 Otra característica que define la actividad catalizada por las NPs es la posibilidad de 
llevar a cabo la reacción de fosforólisis en sentido inverso, es decir, de realizar la síntesis de un 
nucleósido a partir de una base nitrogenada y una pentosa-1P.  
 En el apartado anterior se observó la capacidad de las proteínas TTC0194, TTC1070 y 
TTC1412 de llevar a cabo la fosforólisis de nucleósidos en una reacción dependiente de anión 
fosfato. Como siguiente paso se comprobó si las enzimas podían llevar a cabo la reacción en el 
sentido inverso, para lo cual se emplearon en ensayos de síntesis de nucleósidos a partir de 
bases nitrogenadas naturales y 2’-desoxirribosa-1P. Sin embargo, dado que éste último 
compuesto no es comercialmente accesible, la reacción hubo que acoplarla a la fosforólisis de 
un 2’-desoxinucleósido, que libera una molécula de 2’-desoxirribosa-1P. A tal fin se eligió la 
fosforólisis catalizada por TTC1412 tanto de la 2’-desoxiuridina como de la timidina (Figura 4.9), 
ya que previamente esta enzima mostró una buena actividad fosforolítica (Tabla 4.1). 
 
 
Figura 4.9 Esquema de la síntesis de nucleósidos empleando NPs de T. thermophilus HB27 acoplada a la 
fosforólisis de A) 2’-desoxiuridina y B) timidina. U= uracilo; T= timina; X= análogo de base aceptor. 
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 Los resultados de los ensayos de síntesis se resumen en la tabla 4.2. Las enzimas 
fueron capaces de sintetizar nucleósidos y mostraron una especificidad idéntica a la exhibida 
en las reacciones de fosforólisis. Así, TTC0194 pudo sintetizar nucleósidos de adenina, TTC1070 
de hipoxantina y TTC1412 de uracilo.  
 
Tabla 4.2 Síntesis de nucleósidos naturales empleando NPs de T. thermophilus HB27. El residuo glicosídico 
transferido fue en todos los casos 2’-desoxirribosa obtenida por fosforólisis de 2’-desoxiuridina o timidina por 
TTC1412. Condiciones de la síntesis de nucleósidos empleando TTC0194 o TTC1070: 2’-desoxiuridina 5 mM, base 
aceptora 2,5 mM en tampón fosfato sódico 50 mM, pH= 7,0, extracto de TTC0194 o TTC1070 5 µg.mL-1, extracto de 
TTC1412 10 µg.mL-1, 30’ a 65⁰C. Condiciones de la síntesis de nucleósidos empleando TTC1412: timidina 5 mM, base 
aceptora 2,5 mM en tampón fosfato sódico 50 mM, pH= 7,0, extracto de TTC1412 5 µg.mL-1, 30’ a 65⁰C. Actividad 
expresada en porcentaje de base libre convertida en nucleósido. N/D: no detectado.  
Base TTC0194 TTC1070 TTC1412 
Adenina 51.0±0.4 N/D N/D 
Hipoxantina N/D 42.0±0.5 N/D 
Uracilo N/D N/D 49±1 
 
 La fosforólisis de nucleósidos dependiente de fosfato y la capacidad de utilizar la vía 
reversa para sintetizar nucleósidos sirvieron como confirmación de que TTC0194, TTC1070 y 
TTC1412 eran NPs genuinas. Siguiendo la clasificación propuesta por Pugmire y Ealick (Pugmire 
y Ealick, 2002), TTC0194 y TTC1070 se incluirían en el tipo-I mientras que TTC1412 se incluiría 
en el tipo-II, sin embargo, el perfil de especificidad mostrado por esta última, que acepta tanto 
timina como uracilo, así como ribosa y 2’-desoxirribosa no se corresponde con el de una 
uridina fosforilasa (UP) ni el de una timidina fosforilasa (TP), ambas pertenecientes al tipo-II, 
sino al de una pirimidín nucleósido fosforilasa (PyNP). Este tipo de NP, que se ha descrito en 
otras bacterias, como Haemophilus influenza (Scocca, 1971) y Geobacillus stearothermophilus 
(Okuyama y cols., 1996), reconoce todas las combinaciones de pentosa y pirimidina, a 
excepción de la citosina. 
 Debido a esto, TTC0194, TTC1070 y TTC1412 fueron renombradas como TtPNPII, 
TtPNPI y TtPyNP, respectivamente, siguiendo la nomenclatura empleada para las nucleósido 
fosforilasas del termófilo G. stearothermophilus (Okuyama y cols., 1996; Hamamoto y cols., 
1997; Hamamoto y cols., 1997). 
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4.2.5 Fosforólisis y síntesis de análogos de nucleósidos 
 Las enzimas, ya confirmadas como NPs, mostraron especificidades definidas y 
complementarias cuya función in vivo permite compartimentalizar el metabolismo de los 
diferentes nucleósidos naturales y sus respectivas bases nitrogenadas. Sin embargo, existen 
análogos de nucleósidos con interés farmacológico, que debido a su origen sintético no se 
encuentran en el interior de la célula, pero que aun así pueden ser reconocidos y 
transformados por estas enzimas. Para evaluar esta posibilidad, TtPNPI, TtPNPII y TtPyNP se 
emplearon en ensayos de fosforólisis y síntesis según los protocolos detallados en el apartado 
3.5.5 utilizando sustratos no naturales con modificaciones en diferentes posiciones tanto de la 
base como del azúcar (Figura 4.10) a fin de determinar aquellas posiciones que admiten 
modificaciones por parte del centro de reconocimiento de la enzima. 
 
Figura 4.10 Sustratos sintéticos empleados en ensayos de A) fosforólisis y B) síntesis empleando NPs de T. 
thermophilus HB27. 
 
 Los resultados de estos ensayos pusieron de relieve un fuerte requerimiento 
estructural en el azúcar por parte de las tres enzimas. Así, TtPNPI no fue capaz de llevar a cabo 
la fosforólisis de aciclovir (Tabla 4.3) a pesar de que previamente se demostró su capacidad 
para reconocer nucleósidos de guanina (Tabla 4.1), por lo que la ausencia de actividad se debía 
atribuir a la cadena abierta que sustituye a la pentosa en este compuesto. Del mismo modo, 
TtPyNP fue incapaz de romper el enlace N-glicosídico entre la timina y la 2’-desoxi,-3’-azido,-5’-
fosforribosa  del AZT (Tabla 4.3). En contraposición, TtPNPII y TtPyNP sí fueron capaces de 
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llevar a cabo la fosforólisis de ara-A y ara-U, isómeros de la 2’-desoxiadenosina y la 2’-
desoxiuridina, respectivamente. Sin embargo, la configuración α del grupo hidroxilo en 2’ que 
presenta la arabinosa (en contraposición con la 2’-β-desoxirribosa) tuvo un fuerte impacto 
negativo sobre la actividad, obteniendo un 1.0 y 3.2% de conversión con ara-A y ara-U, 
respectivamente (Tabla 4.3), frente al 27,8 y 40,0% obtenidos con los isómeros naturales 2’-
desoxiadenosina y 2’-desoxiuridina, respectivamente (Tabla 4.1). 
Tabla 4.3 Actividad fosforolítica de NPs de T. thermophilus sobre análogos de nucleósidos. Condiciones: sustrato 5 
mM en tampón fosfato sódico 50 mM, pH= 7,0, extracto enzimático 5 µg.mL-1, 30’ a 65⁰C. Valores de fosforólisis 
expresados en porcentaje de nucleósido fosforolizado. N/D: no detectado. Las diferencias estructurales entre el 
análogo y el sustrato natural aceptado por la enzima correspondiente se destacan en rojo. Acrónimos de acuerdo 
con los establecidos en la Figura 4.10. 
Enzima Sustrato Estructura Fosforólisis Enzima Sustrato Estructura Fosforólisis 
TtPNPI ACV 
NH
N
N
O
NH2
N
O
HO
 
N/D TtPyNP ara-U 
 
3.2±0.1 
TtPNPII ara-A 
 
1.0±0.1 TtPyNP AZT 
 
N/D 
 
 Los ensayos de síntesis empleando bases análogas revelaron una importante influencia 
de las  sustituciones en el anillo de purina y pirimidina sobre la actividad enzimática. Así, 
sustratos sin ninguna modificación, como el BI, no fueron reconocidos por TtPNPI ni TtPNPII 
(Tabla 4.4) a pesar de poseer una estructura isóstera clásica de una base purínica. TtPNPII fue 
capaz de llevar a cabo la síntesis de 2,6-diaminopurín-2’-desoxirribosa a partir de DAP (Tabla 
4.4) con rendimientos similares a los obtenidos con adenina (Tabla 4.2), lo que pone de 
manifiesto cierta flexibilidad de la enzima para reconocer adeninas 2-sustituídas. TtPNPI fue 
incapaz de reconocer éste sustrato, cuya diferencia con su sustrato natural, guanina, radica en 
la sustitución del grupo 6-oxo por una amina (Tabla 4.4).  
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Tabla 4.4 Síntesis de nucleósidos empleando bases no naturales como aceptor. El residuo glicosídico transferido 
fue en todos los casos 2’-desoxirribosa obtenida por fosforólisis de 2’-desoxiuridina o timidina por TTC1412. 
Condiciones de la síntesis de nucleósidos empleando TTC0194 o TTC1070: 2’-desoxiuridina 5 mM, base aceptora 2,5 
mM en tampón fosfato sódico 50 mM, pH= 7,0, extracto de TTC0194 o TTC1070 5 µg.mL-1, extracto de TTC1412 10 
µg.mL-1, 30’ a 65⁰C. Condiciones de la síntesis de nucleósidos empleando TTC1412: timidina 5 mM, base aceptora 
2,5 mM en tampón fosfato sódico 50 mM, pH= 7,0, extracto de TTC1412 5 µg.mL-1, 30 min. a 65⁰C. Valores de 
síntesis expresados en porcentaje de base libre convertida en nucleósido. N/D: no detectado. Las diferencias 
estructurales entre el análogo y el sustrato natural aceptado por la enzima correspondiente se destacan en rojo 
cuando tienen un efecto negativo sobre la actividad y en verde cuando son aceptados por la enzima. Un círculo rojo 
indica la ausencia de un grupo requerido para el reconocimiento del sustrato. En color azul se indican los residuos 
implicados en la especificidad de sustrato de la enzima. Acrónimos de acuerdo con los establecidos en la Figura 4.10. 
Enzima 
Base 
aceptora 
Estructura Síntesis 
 
Enzima 
Base 
aceptora 
Estructura Síntesis 
TtPNPI BI 
 
N/D 
 
TtPyNP 5-FC 
 
N/D 
TtPNPI DAP 
 
N/D 
 
TtPyNP DFU 
 
N/D 
    
 
TtPyNP 6-tFMeU 
 
N/D 
TtPNPII BI 
 
N/D 
 
TtPyNP FMPy 
 
N/D 
TtPNPII DAP 
 
41.7±1.5 
 
TtPyNP 5-IU 
 
47.8±1.1 
 
 En lo que se refiere a TtPyNP, la sustitución o eliminación de los grupos 2-oxo y 4-oxo 
del anillo de pirimidina, característicos de uracilo y timina, abolió el reconocimiento del  
sustrato, tal como demostró la ausencia de síntesis cuando se empleó como aceptor 5-FC, DFU 
o FMPy (Tabla 4.4). Algunas sustituciones sobre posiciones no esenciales, como la del análogo 
6-tFMeU, tampoco fueron aceptadas (Tabla 4.4). No obstante, cuando el sustrato se 
encontraba modificado en la posición 5, la enzima sí fue capaz de reconocerlo, observándose 
valores de conversión con 5-IU (Tabla 4.4) muy similares a los obtenidos con uracilo (Tabla 4.2). 
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4.2.6 Optimización de los parámetros de reacción en la fosforólisis de nucleósidos 
 A fin de determinar los parámetros óptimos de reacción de las NPs de T. thermophilus 
HB27, se llevaron a cabo ensayos de fosforólisis de nucleósidos naturales en diferentes 
condiciones de temperatura, acidez y concentración del tampón fosfato. 
 Se observó una influencia directa de la concentración del tampón fosfato sobre la 
actividad de las tres enzimas (Figura 4.11A) atribuible a la estequiometria de la reacción, que 
precisa de un anión ortofosfato por molécula de nucleósido fosforolizado. Así, cuando se 
empleó tampón fosfato 50 mM, lo que implica una proporción entre fosfato y nucleósido de 
10:1, se obtuvieron valores óptimos de conversión, con un incremento de entre el 25% y el 
50% sobre los obtenidos empleando una relación molar 1:1, dependiendo de la enzima. Las 
concentraciones de fosfato superiores a 50 mM no tuvieron más efecto en la actividad de 
TtPNPI y TtPNPII, pero afectaron negativamente a la de TtPyNP y provocaron un descenso de la 
actividad por encima de esta concentración, con una caída del 80% cuando se empleó una 
concentración de 200 mM, es decir, cuatro veces por encima de la óptima. 
 La influencia del pH sobre la actividad mostró un rango sin máximo definido y situado 
en la región ácida en el que las enzimas permanecieron activas, en concordancia con lo 
observado con las células enteras (Figura 4.6). El pH óptimo se observó entre 4,0 y 6,0 (más 
ácido que el observado con células enteras) para TtPNPI y TtPNPII (Figura 4.11B). A pH< 4.0 la 
actividad descendió bruscamente y por debajo de pH = 3.0 las enzimas se desactivaron 
completamente. TtPyNP exhibió mayor sensibilidad al pH y su máximo de actividad se observó 
entre 5,0 y 6,0 (Figura 4.11B). 
 Por último, se observó una influencia directa de la temperatura sobre la actividad, si 
bien las tres enzimas exhibieron una notable resistencia a las variaciones de temperatura con 
respecto a la óptima de crecimiento del microorganismo de origen. En uno de los extremos, las 
tres enzimas fueron activas a 95⁰C (Figura 4.11C), en el límite del punto de ebullición del agua. 
La variación de la actividad frente a la temperatura mostró una tendencia lineal hasta los 85⁰C, 
punto en el que el incremento de la actividad experimentó una ligera aceleración, si bien no se 
pudo determinar una temperatura óptima de actividad debido a las limitaciones técnicas que 
impone la medición a temperaturas superiores a la ebullición del agua en medio acuoso. En el 
otro extremo del rango de temperaturas, las tres enzimas se mostraron activas a temperaturas 
inferiores a la de crecimiento de T. thermophilus HB27 (65⁰C), y retuvieron aproximadamente 
un 50% de actividad cuando la reacción transcurrió a 50⁰C, una temperatura que se sitúa a 15-
20⁰C por debajo de la temperatura óptima de T. thermophilus HB27. 
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Figura 4.11 Optimización de A) concentración del tampón fosfato sódico, B) acidez y C) temperatura de reacción 
de la actividad nucleósido fosforilasa de (■) TtPNPI, (▲) TtPNPII y (●) TtPyNP. Condiciones del valor central: 
nucleósido 5 mM en tampón fosfato sódico 50 mM, pH= 7,0, extracto enzimático 5 µg.mL-1, 30’ a 65⁰C. 
 
 Esta flexibilidad de trabajo en rangos de temperatura desde los 50⁰C hasta los 95⁰C de 
las tres enzimas se consideró una de las características más reseñables de cara a su aplicación 
práctica. Además, las tres enzimas mostraron una notable capacidad para trabajar bajo 
diferentes condiciones de temperatura, pH y fuerza iónica y, si bien se observaron ciertas 
diferencias en la influencia que estos parámetros ejercieron sobre cada enzima, se pudo 
alcanzar un compromiso para establecer unos valores comunes para los parámetros analizados. 
Esas condiciones únicas se aplicaron en subsiguientes ensayos enzimáticos al constituir un 
punto en común que nos permitió el empleo simultáneo de dos enzimas en una misma 
reacción de síntesis en condiciones óptimas o cuasióptimas: 
 Tampón: Fosfato sódico 50 mM, pH = 7.0. A pesar de que el valor de pH elegido no se 
corresponde estrictamente con un máximo de actividad en ninguna de las enzimas, éstas 
retuvieron entre un 80% y un 95% de actividad bajo estas condiciones, las cuales permiten 
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trabajar a pH neutro dentro del rango de tamponamiento del tampón fosfato, esencial para el 
desarrollo de la reacción de fosforólisis. 
 Temperatura: 80⁰C. Esta temperatura permitió observar una buena actividad 
enzimática mientras se mantenían condiciones de trabajo aceptables para los diferentes 
equipos empleados en los ensayos. 
 
4.2.7 Determinación de los parámetros cinéticos 
 Los parámetros cinéticos de la fosforólisis catalizada por TtPNPI, TtPNPII y TtPyNP se 
determinaron para sus correspondientes sustratos naturales a 80⁰C (Tabla 4.5). Las tres 
enzimas mostraron cinéticas michaelianas y los valores de Km y kcat se obtuvieron por 
interpolación en un diagrama Lineweaver-Burk. Las tres enzimas mostraron unos  valores de 
eficiencia catalítica (kcat/Km) mayores para 2’-desoxirribósidos que para ribósidos, mientras que 
los valores de Km revelaron, sorprendentemente, una mayor especificidad hacia ribósidos, en 
contraste con los menores valores de conversión observados anteriormente con éstos (Tabla 
4.1). 
Tabla 4.5 Parámetros cinéticos de NPs de T. thermophilus calculados a 80⁰C. a mM; b s-1; c s-1. mM-1. 
 TtPNPI TtPNPII TtPyNP 
 Km
a kcat
b kcat/Km
c Km
a kcat
b kcat/Km
c Km
a
 kcat
b kcat/Km
c 
Guanosina 0.53±0.01 296±2 558.8 - - - - - - 
2’-desoxiguanosina 1.01±0.03 830±6 822.5 - - - - - - 
Inosina 2.08±0.02 173±2 83.2 - - - - - - 
2’desoxiinosina 2.06±0.02 627±6 304.3 - - - - - - 
Adenosina - - - 0.32±0.02 440±3 1376.5 - - - 
2’-desoxiadenosina - - - 0.36±0.03 563±4 1563.5 - - - 
Uridina - - - - - - 0.12±0.01 202±6 1683.3 
2’-desoxiuridina - - - - - - 0.36±0.3 562±17 1561.1 
Timidina - - - - - - 0.42±0.02 400±12 952.4 
 
 La determinación de la energía de activación se llevó a cabo utilizando 2’-
desoxiguanosina, 2’-desoxiadenosina y 2’-desoxiuridina como sustrato para TtPNPI, TtPNPII y 
TtPyNP, respectivamente. Se determinaron los valores de kcat a 60⁰C, 70⁰C, 80⁰C y 90⁰C, y se 
representaron sus logaritmos neperianos frente a la inversa de la temperatura (representación 
de Arrhenius, Figura 4.12). Los puntos experimentales se ajustaron por regresión lineal y la 
energía de activación se obtuvo a partir de la pendiente de la recta: 
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Donde: 
 k = constante de la reacción 
A = factor pre-exponencial 
Ea = energía de activación 
R = constante universal de los gases ideales, y equivale a 8,314472 J.K-1 .mol-1 
T = temperatura absoluta expresada en grados Kelvin 
Siendo -Ea/R la pendiente de la recta. 
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Figura 4.12 Representación de Arrhenius de (■) TtPNPI, (▲) TtPNPII y (●) TtPyNP. 
 
 Las energías de activación calculadas para TtPNPI, TtPNPII y TtPyNP fueron de 45,8 
kJ.mol-1, 45,9 kJ.mol-1 y 45,1 kJ.mol-1, respectivamente. Estos valores sugieren que las enzimas 
actúan mediante un estado de transición semejante al de los sustratos. De los valores de la 
ordenada en el origen (ln A) se obtuvo el factor de colisiones (A) que es una medida del 
número de colisiones efectivas por unidad de tiempo. Este valor se relaciona con la actividad 
enzimática y la accesibilidad del centro activo y/o de reconocimiento. Los valores obtenidos 
para A fueron: 
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  lnA  A(s-1) 
TtPNPI  22,3  4,9 109 
TtPNPII  21,9  3,2 109 
TtPyNP  21,6  2,4 109 
 
 A partir de estos datos se puede justificar la mayor actividad (kcat alta) y menor 
especificidad (Km alta) de TtPNPI respecto a su sustrato comparado con TtPNPII (Tabla 4.5), ya 
que presenta un mayor valor para el factor de colisiones. 
 
4.2.8 Determinación de la estructura cuaternaria 
 Dado que la estabilidad de una enzima se relaciona con su estructura, y que TtPNPI, 
TtPNPII y TtPyNP son enzimas cuya purificación no se había descrito previamente, se consideró 
de interés determinar su configuración oligomérica, deducida a partir de la masa molecular del 
complejo. Para ello se llevaron a cabo dos tipos de análisis por ultracentrifugación analítica con 
el objeto de determinar el estado oligomérico de las NPs de T. thermophilus HB27: velocidad 
de sedimentación y equilibrio de sedimentación. Las muestras de proteína empleadas en estos 
análisis se purificaron de acuerdo con el método descrito en el apartado 3.5.4 a fin de evitar 
interferencia por proteínas de E. coli contaminantes. 
 
 4.2.8.1 Velocidad de sedimentación 
 En el estudio realizado mediante la técnica de velocidad de sedimentación, las 
proteínas de la muestra se someten a campos centrífugos elevados, lo que se traduce en un 
desplazamiento neto de las mismas hacia el fondo de la celda. Este desplazamiento, que 
depende de la masa, densidad y forma de la macromolécula, permite determinar el número de 
especies presentes en una muestra evaluando el número de impurezas o de diferentes estados 
oligoméricos de una proteína en una muestra. 
 Los resultados indicaron una gran homogeneidad de las tres muestras, en las que se 
observó un pico atribuible a la existencia de una única especie macromolecular (Figura 4.13), 
por lo que el nivel de impurezas detectado se consideró aceptable en todos los casos. 
RESULTADOS 
78 
0 5.0×106 1.0×107 1.5×107 2.0×107
0
2.0×105
4.0×105
6.0×105
8.0×105
1.0×106 A
Coeficiente de sedimentación (S)
c(s
)
0 5.0×106 1.0×107 1.5×107 2.0×107
0
5×100 4
1×100 5
2×100 5
2×100 5
3×100 5 C
Coeficiente de sedimentación (S)
c(s
)
 
0 5.0×105 1.0×106 1.5×106 2.0×106
0
5×100 4
1×100 5
2×100 5
2×100 5
3×100 5 B
Coeficiente de sedimentación (S)
c(s
)
 
Figura 4.13 Coeficiente de sedimentación de 
TtPNPI, TtPNPII y TtPyNP calculados por 
velocidad de sedimentación. Condiciones: (A) 
TtPNPI: 0,35 mg.mL-1 en tampón fosfato sódico 
50 mM, pH=7,0 at 20⁰C, 120.000 x g. (B) TtPNPII: 
0,22 mg.mL-1 en tampón fosfato sódico 50 mM, 
pH=7,0 at 20⁰C, 120.000 x g. (C) TtPyNP: 0,53 
mg.mL-1 en tampón fosfato sódico 50 mM, 
pH=7,0 at 20⁰C, 120.000 x g.  
  
 4.2.8.2 Equilibrio de sedimentación  
 En el estudio por equilibrio de sedimentación, las muestras se someten a campos 
centrífugos más bajos en los que, eventualmente, se alcanza un equilibrio entre la 
sedimentación y la difusión, que se anulan mutuamente. El gradiente de concentración 
resultante depende únicamente de la masa molar de las macromoléculas, la cual se puede 
calcular a partir de los datos experimentales: conociendo la masa molar teórica de los 
monómeros se puede determinar la configuración oligomérica de la proteína nativa. 
 Los perfiles de concentración observados en los tres casos (Figura 4.14) permitieron la 
determinación de la masa molar boyante, y, tras la corrección de las misma por el volumen 
específico de la proteína y la densidad del tampón, se calculó su masa molar: 156±1, 30±0 y 
73±1 kDa para TtPNPI, TtPNPII y TtPyNP, respectivamente. Estos datos fueron compatibles con 
un modelo hexamérico para TtPNPI (masa teórica del monómero: 25 kDa) y monomérico para 
TtPNPI (masa teórica del monómero: 30 kDa). En el caso de TtPyNP, la masa molar observada 
(73 kDa) fue inferior a la que se correspondería con la de un dímero (2x 45 kDa = 90 kDa) 
debido a la presencia residual de una especie contaminante de bajo peso molecular; no 
obstante, la bondad del ajuste a un modelo dimérico se consideró aceptable.  
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Figura 4.14 Perfil de concentración observado 
para TtPNPI, TtPNPII y TtPyNP en equilibrio de 
sedimentación. Las muestras fueron sometidas a 
campos centrífugos crecientes, desde 3.000 hasta 
14.000 x g. Condiciones: (A) TtPNPI: 0,35 mg.mL-1 
en tampón fosfato sódico 50 mM, pH=7,0 at 20⁰C. 
(B) TtPNPII: 0,22 mg.mL-1 en tampón fosfato 
sódico 50 mM, pH=7,0 at 20⁰C. (C) TtPyNP: 0,53 
mg.mL-1 en tampón fosfato sódico 50 mM, pH=7,0 
at 20⁰C. Incluida la línea base obtenida con el 
tampón de análisis. 
 
CAPÍTULO 3. ANÁLISIS CONFORMACIONAL DE TtPNPI, TtPNPII Y TtPyNP. FORMULACIÓN DE 
UN MODELO CATALÍTICO DE TtPyNP Y MODIFICACIÓN DE SU ESPECIFICIDAD POR 
EVOLUCIÓN DIRIGIDA 
 En el presente capítulo se aborda el estudio estructural y conformacional de las NPs 
purificadas en el capítulo anterior con el objeto de caracterizar su centro activo. El 
conocimiento acerca del mecanismo catalítico que proporciona esta información es muy 
valioso a la hora de abordar su manipulación orientada a la mejora del biocatalizador, bien sea 
por modificación de su regio-/estéreoselectividad o de su termoestabilidad. En este capítulo se 
aborda el estudio conformacional por espectroscopía de las tres NPs y la mejora de la 
especificidad de TtPyNP hacia nucleósidos de arabinosa mediante técnicas de evolución 
dirigida. 
 
4.3.1 Estudios conformacionales 
 Las técnicas de espectroscopía disponibles permiten analizar diferentes aspectos 
estructurales que aportan información acerca del estado de la proteína, como fenómenos de 
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desplegamiento, movimientos de apertura/cierre o cambios en sus estructuras secundarias. En 
este apartado se utilizó la técnica de espectroscopía de fluorescencia para relacionar cambios 
en sus niveles de actividad con alteraciones en la estructura producidos por una serie de 
efectores.  
 
 4.3.1.1 Influencia de la temperatura y los cationes divalentes sobre la actividad 
 Se seleccionaron tres efectores en función de su capacidad para alterar la 
conformación global o local de una proteína: 
 Temperatura: Posee un efecto global sobre la conformación. Un aumento de la 
temperatura conlleva un aumento de la energía cinética del sistema, lo que se traduce en una 
mayor flexibilidad de la enzima. Cuando la temperatura sobrepasa un límite, establecido 
individualmente para cada proteína,  los enlaces intra e intermoleculares se interrumpen, los 
residuos hidrofóbicos del núcleo se exponen al medio acuoso, la proteína se desnaturaliza y, 
como consecuencia,  pierde su función. 
 Cationes divalentes: El calcio y el magnesio se encuentran en disolución acuosa en 
forma de  cationes divalentes (Ca2+ y Mg2+). Estos cationes establecen en la proteína complejos 
con las moléculas de agua y los aminoácidos con carga negativa, mientras que otros 
aminoácidos con exceso de carga positiva como Lys o Arg presentan poca afinidad por estos 
cationes alcalinotérreos. Los complejos iónicos formados por uno u otro tienen diferentes 
propiedades geométricas, ya que el Mg2+ establece complejos planocuadrados con un fuerte 
carácter iónico, mientras que el Ca2+ forma complejos octahédricos (Figura 4.15). La formación 
de complejos con residuos de la proteína provoca distorsiones locales que, si se producen en el 
entorno del centro activo o del centro de reconocimiento, afectan a la actividad enzimática. 
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Figura 4.15 Complejos iónicos formados por A) Mg2+ y B) Ca2+.  
 
 Para estudiar el efecto de las alteraciones conformacionales sobre la actividad 
enzimática de las NPs de T. thermophilus se llevaron a cabo reacciones de fosforólisis bajo la 
influencia de estos tres efectores. 
 De acuerdo con lo observado en la Figura 4.11C, el aumento de la temperatura se 
correlacionó con un aumento de la actividad en todos los casos (Figura 4.16A), mientras que 
un aumento en las concentraciones de Ca2+ y Mg2+ llevaron a la pérdida de actividad en todos 
los casos (Figuras 4.16B y C). Las enzimas TtPNPI y TtPNPII fueron menos sensibles al aumento 
de la concentración de estos cationes que TtPyNP, cuya actividad se redujo en un 50% en 
presencia de Ca2+ 20 mM y en un 75% en presencia de Mg2+ 30 mM. 
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Figura 4.16 Efectos de A) temperatura, B) Ca2+ y C) 
Mg2+ sobre la actividad enzimática de (■) TtPNPI, 
(▲) TtPNPII y (●) TtPyNP. Condiciones estándar: 
extracto enzimático 2 µg.mL-1, nucleósido 5 mM (2’-
desoxiinosina, 2’-desoxiadenosina y timidina, 
respectivamente), 5 minutos de reacción a 80⁰C. 
Resultados expresados en términos de actividad 
relativa. En B) y C) el eje de abscisas define el punto 
0 como “sin adición de sales”, y no tiene en cuenta 
la presencia residual de las mismas tras la obtención 
de la muestra purificada. 
 
 4.3.1.2 Espectroscopía de fluorescencia 
 Se registraron los espectros de emisión de las muestras entre 300 y 400 nm (longitud 
de onda de excitación = 280 nm). En estas condiciones de análisis espectroscópico, la 
contribución mayoritaria a la emisión de fotones la realiza el triptófano, lo que permite 
observar cambios en su entorno (exposición al disolvente, ionización, colisión, etcétera). Estos 
cambios permiten determinar indirectamente el estado global de una proteína cuando ésta 
sufre modificaciones en su conformación. 
 El aumento de la temperatura se asoció en todos los casos con un descenso de la 
intensidad de fluorescencia (hipocromía), sin que se observara desplazamiento del máximo de 
emisión con ninguna de las enzimas (Figura 4.17). Al aumentar la temperatura de un sistema, 
las moléculas aumentan su energía cinética y se produce un mayor número de choques 
intramoleculares. Estos choques relajan parte de la energía de excitación de los triptófanos, lo 
que implica que, durante su relajación hasta el estado fundamental, el número de fotones 
emitidos es menor, es decir, disminuye la intensidad de la fluorescencia. En el caso de que la 
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proteína perdiera su estructura por efecto de la temperatura, los triptófanos se expondrían al 
disolvente, lo que en un espectro de fluorescencia se reflejaría como una variación en la 
longitud de onda de emisión máxima (ver a continuación), un fenómeno que no se observó en 
este caso. Por lo tanto, se dedujo que el aumento de la temperatura se traducía en un 
aumento de la flexibilidad de las proteínas sin pérdida organizativa por desnaturalización, de 
acuerdo con la actividad enzimática detectada anteriormente (Figura 4.16A). 
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Figura 4.17 Influencia del aumento de la temperatura en los espectros de emisión de A) TtPNPI, B) TtPNPII y C) 
TtPyNP. D) Relación de la intensidad de emisión inicial (I0) y la intensidad observada (I) en los máximos de 
emisión de los espectros de (■) TtPNPI, (▲) TtPNPII y (●) TtPyNP.  
 
 El aumento de la concentración de Ca2+ se tradujo en un aumento en la intensidad de 
emisión en el caso de TtPNPI y TtPNPII (Figura 4.18A, B), mientras que TtPyNP sufrió un 
desplazamiento de su máximo de emisión hacia el rojo (batocromía) sin variación significativa 
en la intensidad de emisión (Figura 4.18C). La batocromía indica un cambio en el estado de 
ionización del fluoróforo que se produce cuando éste pasa de un entorno hidrofóbico, como el 
núcleo de la proteína, a uno polar, atribuible al disolvente. En el desplazamiento del máximo 
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de emisión de TtPyNP se observó un desdoblamiento del pico cuando al alcanzar una 
concentración de Ca2+ de 20 mM, lo que indicaría que al menos un triptófano de los tres que 
posee la enzima estaría expuesto al solvente, mientras que otra subpoblación vería su entorno 
inalterado. Este fenómeno se asociaría presumiblemente con el descenso en la actividad por 
debajo del 50% observado con anterioridad en TtPyNP (Figura 4.16B). 
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Figura 4.18 Influencia del aumento de la concentración delcatión Ca2+ en los espectros de emisión de A) TtPNPI, 
B) TtPNPII y C) TtPyNP. D) Relación de la intensidad de emisión inicial (I0) y la intensidad observada (I) en los 
máximos de emisión de los espectros de (■) TtPNPI, (▲) TtPNPII y (●) TtPyNP.  
 
 Por último, el incremento de la concentración de Mg2+ tuvo un efecto similar a los 
observados con Ca2+ sobre los espectros registrados: efecto hipercrómico en TtPNPI yTtPNPII 
(Figura 4.19A, B) y batocromía sin variación en la intensidad en TtPyNP (Figura 4.19C). De estos 
datos se dedujo que el catión Mg2+ también establecía un complejo con residuos de TtPyNP, y, 
aunque los espectros mostraron variaciones conformacionales menos acusadas que en el caso 
del Ca2+, debido seguramente a la distinta manera en la que ambos cationes establecen 
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complejos, la distorsión generada tuvo un efecto más acusado en el descenso de la actividad 
enzimática de TtPyNP (Figura 4.16C). 
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Figura 4.19 Influencia del aumento de la concentración del catión Mg2+ en los espectros de emisión de A) TtPNPI, 
B) TtPNPII y C) TtPyNP. D) Relación de la intensidad de emisión inicial (I0) y la intensidad observada (I) en los 
máximos de emisión de los espectros de (■) TtPNPI, (▲) TtPNPII y (●) TtPyNP.  
 
 En general, los resultados del análisis por espectroscopía de fluorescencia indicaron un 
aumento de la flexibilidad conformacional sin pérdida de la estructura nativa cuando las 
enzimas se calentaron desde 50⁰C hasta 80⁰C, y también pusieron de manifiesto que los 
complejos formados por los cationes Ca2+ y Mg2+ introducen una alteración conformacional, 
más acusada en TtPyNP, que resulta en un descenso de la función catalítica y que indica la 
exposición de al menos un triptófano al disolvente. 
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4.3.2 Modificación de la especificidad de TtPyNP mediante la metodología de evolución 
dirigida  
 En el apartado 4.2.7 se mostró la limitada capacidad de TtPyNP para el reconocimiento 
y fosforólisis de nucleósidos conjugados con arabinosa. Debido a las propiedades terapéuticas 
que poseen este tipo de compuestos, empleados en la actualidad como agentes antitumorales, 
la disponibilidad de enzimas para su síntesis tiene especial interés en el campo de la 
biocatálisis, por lo que se decidió abordar la mejora de su especificidad frente a arabinosa 
mediante evolución dirigida. Sin embargo, la técnica empleada para tal fin, conocida como 
CASTing, requiere un conocimiento de la estructura tridimensional de la enzima, así como la 
mayor información posible acerca de su mecanismo catalítico. Debido a la ausencia de una 
estructura resuelta de TtPyNP y a la consiguiente falta de información acerca de la 
configuración de su centro activo, como paso previo fue necesario realizar un modelado por 
homología sobre una estructura ya existente, a fin de indagar en las bases que determinan su 
especificidad de base y azúcar. La evolución dirigida de TtPyNP se llevó a cabo en las 
instalaciones del Max-Planck Institut für Köhlenforschung (Mülheim an der Ruhr, Alemania) 
como parte de una estancia científica bajo la supervisión del Prof. Manfred T. Reetz. 
  
 4.3.2.1 Modelado por homología 
 En primer lugar se llevó a cabo la búsqueda de un estructura molde adecuada para el 
modelado basándose en dos criterios: primero, que estuviera cristalizada con una molécula de 
ligando unida al centro activo que permitiera obtener un modelo en conformación cerrada así 
como información acerca de los residuos implicados en la unión proteína-ligando, y, segundo, 
poseer la mayor identidad de secuencia con TtPyNP posible. De acuerdo a estos criterios, se 
llevó a cabo una búsqueda en la base de datos del Protein Data Bank (PDB) y se seleccionó 
como molde la estructura de la PyNP de Staphylococcus aureus (código PDB 3H5Q, resolución 
1,94 Å), que posee una molécula de timidina y una molécula de sulfato (como análogo del 
anión fosfato) unidos al sitio de reconocimiento de nucleósido y fosfato, respectivamente, y 
que comparte una identidad de secuencia del 43% con TtPyNP. El modelado se realizó según el 
método descrito en el apartado 3.10.2, con el que se obtuvo un modelo con un valor Z de -
0,627, lo que el programa calificó como “bueno”, y el espacio de la celda se completó con H2O. 
Tanto el modelo de TtPyNP como el molde de S. aureus mostraron una correcta superposición 
de todas las estructuras secundarias, variando tan sólo la orientación de algunos de sus bucles 
(Figura 4.20). 
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Figura 4.20 Superposición de la estructura tridimensional de un monómero de la PyNP de Staphylococcus aureus 
(azul) y el modelo de TtPyNP generado a partir de ésta (naranja). 
 
 4.3.2.2 Generación de un modelo estructural y catalítico de TtPyNP 
 A pesar de la falta de información acerca del mecanismo catalítico de TtPyNP, Pugmire 
y Ealick describieron el de su homólogo en E. coli, así como los residuos implicados en la unión 
de los sustratos (Pugmire y Ealick, 2002). Esta proteína presenta dos dominios de unión, uno 
para el fosfato y otro para el nucleósido. El reconocimiento de éste último está mediado por 
interacción de dos residuos básicos (arginina y lisina) y una serina con la base nitrogenada. Esta 
unión produce un desplazamiento parcial de cargas que debilita el enlace N-glicosídico, lo que 
favorece el desplazamiento del azúcar por parte del fosfato (Figura 4.21). Tras analizar su 
secuencia, la PyNP de S. aureus, anteriormente empleada como molde, reveló una fuerte 
conservación tanto en la identidad como en la posición de los residuos de reconocimiento 
(Figura 4.21), así como en su orientación en la estructura tridimensional, en la que se 
encuentran unidos una molécula de timidina y una de sulfato, como análogo del anión fosfato 
(Figuras 4.22A y B). 
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Figura 4.21 Mecanismo catalítico de la 
PyNP de Escherichia coli, detallando 
los residuos implicados (negro) y sus 
correspondencias en la PyNP de 
Staphylococcus aureus (azul) y TtPyNP 
(rojo). Los residuos Arg168, Ser183 y 
Lys187 establecen puentes de 
hidrógeno con el anillo de pirimidina, 
generando un desplazamiento parcial 
de cargas que debilita el enlace N-
glicosídico. El fosfato, cuya unión al sitio 
catalítico está mediada por los residuos 
Ser83, Lys 81, Thr120, Ser110 y una 
molécula de H2O, realiza un ataque 
nucleófilo sobre el enlace que resulta 
en una sustitución de la base conjugada 
con inversión (sustitución tipo SN2). La 
función de la Tyr165 no es conocida, 
pero se le atribuye la unión al 
nucleósido por apilamiento en T. 
Modificada de Pugmire y Ealick 
(Pugmire y Ealick, 2002). 
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Figura 4.22 Unión de A) timidina y B) anión sulfato a los sitios de unión del nucleósido y el fosfato, 
respectivamente, en el caso de la PyNP de Staphylococcus aureus cristalizada (código PDB 3H5Q, resolución 1,94 
Å). Las líneas punteadas indican unión por enlace de hidrógeno. 
 
 Esta conservación también se observó en la secuencia de TtPyNP, en la que se 
encontraron los mismos aminoácidos con un desfase en la posición de -1 (Figura 4.21). Además, 
las simulaciones de docking molecular con una molécula de timidina sobre el área equivalente 
al dominio de unión del nucleósido del modelo permitieron la correcta orientación del sustrato 
(Figura 4.23). Estos datos sugirieron que el mecanismo catalítico, así como los residuos 
implicados, serían comunes en las PyNP de E. coli, S. aureus y T. thermophilus HB27, y, a su vez, 
estarían de acuerdo con lo observado en los espectros de fluorescencia descritos en el 
apartado 4.3.1, ya que, junto al residuo Arg167, existe una α-hélice donde se ubica Trp41 en 
posición cercana a la superficie.  
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Figura 4.23 Docking molecular de una molécula de timidina al sitio de unión del nucleósido en el modelo de 
TtPyNP obtenido a partir de la PyNP de Staphylococcus aureus. Se recogen las tres mejores posiciones obtenidas 
en base a su correcta alineación con los posibles residuos catalíticos Arg167, Ser168 y Lys186, indicadas por el 
empleo de diferentes escalas de grises para la molécula de timidina. 
 
 4.3.2.3 Selección de residuos por CASTing 
 La técnica elegida en la selección de residuos para su mutación, orientada a la mejora 
de la especificidad de TtPyNP frente a ara-U, fue la denominada Combinatorial Active-centre 
Saturation Test, o CASTing, desarrollada por el grupo del Dr. Reetz (Reetz y Carballeira, 2007),  
la cual impone una restricción racional del número de residuos que posteriormente serán 
sustituidos por mutagénesis, lo que reduce notablemente el esfuerzo en la evaluación de las 
librerías de mutantes. El CASTing se fundamenta en la delimitación de una esfera de 9-10 Å de 
radio que se traza utilizando como centro la coordenada en el espacio que ocupa la molécula 
de ligando en la estructura tridimensional de la enzima, asumiéndose que la aportación a la 
especificidad de los residuos que entran dentro de dicha esfera será mayor que aquellos que 
quedan fuera de ella.  
 El modelo generado en el apartado 4.3.2.1 permitió la aplicación de esta técnica sobre 
TtPyNP, a partir de la posición de unión de la timina al centro activo, aproximándola mediante 
docking molecular (Figura 4.23). Para ello, se trazó una esfera de 9 Å de radio alrededor del 
ligando y se seleccionó un total de 15 aminoácidos cuyas cadenas laterales quedaban 
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englobadas en ella. Los residuos Arg168, Ser183 y Lys187, incluidos inicialmente en la selección, 
se descartaron, ya que, como se describió anteriormente, son los responsables del 
reconocimiento de la base nitrogenada (Figura 4.21), y la pérdida o alteración de los mismos 
interferiría en la búsqueda de mutantes positivos en el reconocimiento de arabinosa, la cual 
constituye la porción glucosídica del nucleósido. Una vez descartados los residuos catalíticos, 
se seleccionaron 12 aminoácidos para su sustitución (Figura 4.24).  
 
Figura 4.24 Selección de residuos por CASTing en la elaboración de librerías de mutantes para el aumento 
de especificidad de TtPyNP frente a ara-U. Se trazó una esfera de 9 Å de radio a partir de una molécula de 
timidina,y se seleccionaron aquellos aminoácidos cuyas cadenas laterales quedaban englobados dentro de 
ésta, siendo excluídos los catalíticos. 
. 
 4.3.2.4 Creación de librerías de mutantes por ISM 
 La técnica elegida para la generación de las librerías de variantes de estas posiciones 
fue la Iterative Saturation Mutagenesis (ISM). Esta técnica se basa en la amplificación por PCR 
de la construcción vector-gen de interés empleando oligonucleótidos con tripletes 
degenerados en las posiciones seleccionadas por CASTing. A la hora de llevar a cabo la ISM hay 
que considerar dos factores determinantes para el desarrollo experimental: el tipo de 
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degeneración de los tripletes y el número de residuos por librería para los que se generarán 
variantes. 
 El tipo de degeneración permite definir cuántos aminoácidos diferentes pueden 
sustituir a la posición original. Así, hay degeneraciones que restringen las sustituciones hacia  
residuos ácidos/básicos, residuos polares, apolares, o bien hacia cualquier aminoácido.  
 Igualmente, el número de residuos mutados por librería, así como la diversidad de las 
sustituciones introducidas por el triplete degenerado, afectan al esfuerzo que requiere la 
evaluación de las mismas. De este modo, una librería que contiene un mutante sencillo, si se 
emplea degeneración NNK, requiere el análisis de 94 colonias para cubrir con un 95% de 
probabilidades las 20 posibles sustituciones que ofrece esta degeneración; para un doble 
mutante este número asciende a 3066 colonias, y, para los triples mutantes, a 98163. Por lo 
tanto, es importante decidir si se prefiere favorecer la rapidez del experimento mediante 
mutantes sencillos o bien aumentar las probabilidades de éxito mediante la introducción de 
dobles o triples mutantes con acción sinérgica, aunque a costa de períodos más largos de 
trabajo. 
 Para el diseño experimental de la generación de librerías se utilizó la aplicación CASTER 
(Reetz y Carballeira, 2007), que calcula el esfuerzo de evaluación en función de estos dos 
parámetros. La degeneración seleccionada fue NNK (N = A, C, G, T; K = T, G), ya que permite 
obtener sustituciones por los 20 aminoácidos, lo que cubre todas las posibilidades de polaridad, 
tamaño, carga, etc. En cuanto al número de mutantes por librería, y debido a las restricciones 
de tiempo impuestas por la duración de la estancia, se optó por la generación de librerías con 
mutantes sencillos. De esta manera, se generaron 12 librerías (una por cada posición 
seleccionada por CASTing, apartado 4.3.2.3) de 94 colonias cada una.  
 
 4.3.2.5 Evaluación de las librerías 
 La evaluación de los mutantes se llevó a cabo según el método descrito en el apartado 
3.5.5.4 y 3.6. Las reacciones se realizaron en placas multipocillo, cuya última columna se 
reservó para la enzima silvestre, a modo de control negativo. Las condiciones experimentales 
se diseñaron para permitir una fosforólisis de aproximadamente el 10% del ara-U por parte de 
las especies silvestres. De esta manera se estableció suficiente margen para poder observar 
tanto una posible mejora como una posible pérdida de la actividad fosforolítica a causa de las 
mutaciones introducidas. 
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 En 10 de las 12 posiciones evaluadas, la introducción de mutantes resultó deletérea 
para la actividad de la enzima (Tabla 4.6). Esta susceptibilidad frente a la variación de estas 
posiciones sugirió que, a pesar de ser residuos que no juegan un papel catalítico, resultan 
esenciales para la función. De hecho, el alineamiento de la secuencia de TtPyNP frente a 
homólogos pertenecientes a especies tanto cercanas como separadas en la filogenia reveló 
una fuerte conservación de estos residuos (Figura 4.25), los cuales podrían poseer una 
funcionalidad estructural con una organización espacial seleccionada a lo largo de la evolución. 
Por otra parte, en las librerías Met62 y Lys360, que durante el CASTing fueron las posiciones 
que se situaron más alejadas del centro de la esfera, se observaron mutantes positivos, si bien 
el aumento observado en la actividad fue moderado. La variante M62L mostró un incremento 
de la actividad de un 10% frente a la especie silvestre, mientras que las variantes K360T, K360I 
y K360D presentaron un aumento de actividad del 36, 34 y 30%, respectivamente (Tabla 4.6). 
 
Tabla 4.6 Aumento de la actividad fosforolítica frente a ara-U de las 
variantes de TtPyNP generadas por ISM. Incremento de la actividad 
expresado en porcentaje respecto a la especie silvestre. N/D= no 
detectado. 
Librería Mejor mutante Incremento de la actividad 
MET62 M62L 10 
HIS81 N/D - 
LEU113 N/D - 
HIS115 N/D - 
THR116 N/D - 
TYR164 N/D - 
ASP168 N/D - 
VAL173 N/D - 
GLU174 N/D - 
ILE179 N/D - 
PHE206 N/D - 
LYS360 K360T 
K360I 
K360D 
36 
34 
30 
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Figura 4.25 Alineamiento múltiple de secuencia de TtPyNP y sus homólogos en diferentes géneros bacterianos. 
Incluidos en un recuadro rojo se indican los residuos mutados por ISM y sus correspondencias en el resto de 
secuencias. 
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CAPÍTULO 4. INMOVILIZACIÓN DE LAS ENZIMAS EN SOPORTE SÓLIDO 
 Un aspecto clave en la aplicación de enzimas a un proceso industrial es su eficiencia 
global, de modo que se minimicen los costes asociados al empleo de material biológico. A este 
respecto, la inmovilización de enzimas sobre soportes sólidos es fundamental debido a la 
recuperación del biocatalizador que permite su uso en subsiguientes ciclos de reacción, ya que 
de lo contrario la enzima debería ser purificada a partir de un nuevo cultivo celular. Sin 
embargo, no todos los soportes son adecuados para una enzima concreta, por lo que hay que 
tener en cuenta las características químicas y estructurales de ambos. 
 Este último capítulo aborda la evaluación de diferentes soportes para la inmovilización 
de las NPs de T. thermophilus HB27, así como el impacto sobre su actividad y estabilidad.  
 
4.4.1 Actividad retenida 
 TtPNPI, TtPNPII y TtPyNP se inmovilizaron utilizando los soportes y métodos descritos 
en el apartado 3.8. El porcentaje de proteína inmovilizada que se observó fue superior al 90% 
en todos los casos. Los derivados inmovilizados se emplearon en los ensayos de actividad 
fosforolítica según el método descrito en el apartado 3.5.5.2 y usando como control la enzima 
soluble con el fin de determinar el porcentaje de actividad retenida tras la inmovilización.  
 Los datos de actividad retenida fueron en todos los casos, tal y como cabía esperar, 
menores que los de las enzimas solubles (Tabla 4.7). En la actividad retenida por TtPNPI no se 
observaron grandes variaciones entre los diferentes soportes empleados. La inmovilización en 
el soporte Q condujo a peores resultados (62% de actividad retenida), mientras que la 
inmovilización en DEAE fue la más interesante (76% de actividad retenida). En general, no se 
observó relación entre el efecto sobre la actividad y la naturaleza del soporte; además, se 
mostraron niveles similares con soportes de unión iónica (DEAE, Q, MANAE, PEI) y covalente 
(EC-EP, EC-HFA).  
 TtPNPII mostró una mayor sensibilidad a la inmovilización que sugería una 
dependencia del grado de libertad que cada soporte permitía a la proteína para el correcto 
desempeño de la actividad enzimática. Así, soportes como PEI, que forma redes 
tridimensionales, o EC-HFA, que posee brazos espaciadores largos, permitieron una mayor 
conservación de la actividad,  del 67% y 56%, respectivamente (Tabla 4.7). En cambio, los 
soportes menos flexibles resultaron contraproducentes para la actividad fosforolítica, y se 
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observaron valores de conversión inferiores en el caso de MANAE y EC-EP (0,31 y 0,22%, 
respectivamente) y una pérdida total de la actividad con DEAE y Q (Tabla 4.7).  
 En último lugar, la inmovilización de TtPyNP sobre soportes iónicos se tradujo en un 
fuerte descenso del nivel de actividad, como en el caso de DEAE, Q y MANAE, mientras que en 
el caso de PEI la pérdida de actividad fue moderada, manteniéndose en un 40% (Tabla 4.7). Por 
otro lado, la inmovilización covalente sobre el derivado epóxido EC-EP se asoció a una pérdida 
total de actividad, pero cuando se empleó el derivado aminoepóxido (EC-HFA), se mantuvo el 
97% de actividad de la proteína (Tabla 4.7). 
 
Tabla 4.7 Actividad retenida por NPs de T. thermophilus HB27 tras la inmovilización en soporte sólido. 
Condiciones TtPNPI: 2,5 µg.mL-1 proteína soluble o inmovilizada, 2’-desoxiinosina 30 mM en tampón fosfato sódico 
50 mM, pH= 7,0, 4’ a 80⁰C; Condiciones TtPNPII: 1 µg.mL-1 proteína soluble o inmovilizada, 2’-desoxiadenosina 5 
mM en tampón fosfato sódico 50 mM, pH= 7,0, 4’ a 80⁰C; Condiciones TtPyNP: 0,75 µg.mL-1 proteína soluble o 
inmovilizada, timidina 15 mM en tampón fosfato sódico 50 mM, pH= 7,0, 4’ a 80⁰C. Actividad expresada en 
términos de actividad residual. N/D: no detectado. Funcionalización de los soportes: DEAE: dietil-aminoetilo; Q: 
amina cuaternaria; MANAE: monoamino-N-aminoetilo; PEI: polietilenimina; EC-EP: epóxido; EC-HFA: aminoepóxido. 
 Enzima soluble DEAE Q MANAE PEI EC-EP EC-HFA 
TtPNPI 1,00 0,76 0,62 0,66 0,63 0,72 0,67 
TtPNPII 1,00 N/D N/D 0,31 0,67 0,22 0,56 
TtPyNP 1,00 0,15 0,17 0,05 0,41 N/D 0,97 
 
4.4.2 Termoestabilización por inmovilización 
 Una de las ventajas asociadas a la inmovilización en soporte sólido es su contribución a 
la estabilización de la proteína. A fin de determinar estos efectos sobre las NPs de T. 
thermophilus HB27, previamente se llevaron a cabo experimentos de termoestabilidad sobre 
las proteínas en su forma soluble. 
 TtPNPI y TtPNPII exhibieron en su forma soluble una elevada estabilidad a 80⁰C, con 
una vida media de 6,3 y 9,2 días, respectivamente (Figura 4.26A y B), en concordancia con los 
datos de actividad obtenidos anteriormente (Figuras 4.11C y 4.16A). En contraste, TtPyNP 
mostró mayor sensibilidad a las altas temperaturas, con una vida media de 1,8 horas (Figura 
4.26C).  
RESULTADOS 
97 
0 1 2 3 4 5 6 7
0.0
0.5
1.0 A
Tiempo de incubación (días)
Ac
tiv
id
ad
 
re
si
du
al
 
0 1 2 3 4 5 6
0.0
0.5
1.0 C
Tiempo de incubación (horas)
Ac
tiv
id
ad
 
re
si
du
al
 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0.0
0.5
1.0 B
Tiempo de incubación (días)
Ac
tiv
id
ad
 
re
si
du
al
 
Figura 4.26 Medida de la estabilidad de las 
formas solubles de A) TtPNPI, B) TtPNPII y C) 
TtPyNP. Se mantuvo un stock de cada proteína 
en un baño a 80⁰C y se tomaron muestras en los 
tiempos indicados para disparar una reacción de 
fosforólisis. Condiciones TtPNPI: 2,5 µg.mL-1 
proteína soluble, 2’-desoxiinosina 30 mM en 
tampón fosfato sódico 50 mM, pH= 7,0, 4’ a 
80⁰C; Condiciones TtPNPII: 1 µg.mL-1 proteína 
soluble, 2’-desoxiadenosina 5 mM en tampón 
fosfato sódico 50 mM, pH= 7,0, 4’ a 80⁰C; 
Condiciones TtPyNP: 0,75 µg.mL-1 proteína 
soluble, timidina 15 mM en tampón fosfato 
sódico 50 mM, pH= 7,0, 4’ a 80⁰C. Actividad 
expresada en términos de actividad residual. 
 
 Debido al elevado tiempo necesario para observar el decaimiento del 50% de actividad 
de TtPNPI y TtPNPII, se consideró necesario simplificar las subsiguientes medidas de 
estabilidad de los derivados inmovilizados, de modo que se llevaron a cabo nuevos estudios de 
estabilidad a 80⁰C en presencia de concentraciones crecientes de un agente desestabilizante, a 
fin de establecer condiciones que permitieran observar la vida media a tiempos cortos (1-2 
horas). El desestabilizante elegido para ello fue el 1,4-dioxano, al ser un compuesto orgánico 
miscible en agua totalmente apolar, lo que le confiere un carácter de disolvente agresivo 
frente a las enzimas. A medida que se aumentó el porcentaje de 1,4-dioxano en el medio, 
aumentó la velocidad de desactivación, sobre todo de TtPNPII, que fue la más sensible a la 
presencia de este disolvente (Figura 4.27) 
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Figura 4.27 Medida de la estabilidad de las formas solubles de A) TtPNPI y B) TtPNPII en presencia de 1,4-dioxano. 
Se mantuvo un stock de cada proteína en un baño a 80⁰C en presencia de 1,4-dioxano a la concentración indicada y 
se tomaron muestras a diferentes tiempos para disparar una reacción de fosforólisis. Condiciones TtPNPI: 2,5 
µg.mL-1 proteína, 2’-desoxiinosina 30 mM en tampón fosfato sódico 50 mM, pH= 7,0, 4’ a 80⁰C; Condiciones 
TtPNPII: 1 µg.mL-1 proteína soluble, 2’-desoxiadenosina 5 mM en tampón fosfato sódico 50 mM, pH= 7,0, 4’ a 80⁰C. 
Actividad expresada en términos de actividad residual. 
 
 A la luz de estos resultados, se eligieron 20% y 10% de 1,4-dioxano como aditivos 
desestabilizantes en el estudio de la desactivación de los derivados inmovilizados de TtPNPI y 
TtPNPII, respectivamente. Los datos de estabilidad térmica de los derivados inmovilizados en 
los diferentes soportes se muestran en la Tabla 4.8. 
 La vida media de TtPNPI aumentó con su inmovilización sobre todos los soportes, si 
bien el incremento fue moderado, observándose los mejores resultados en el derivado de 
aminoepóxido EC-HFA, cuya vida media se multiplicó en un factor de 3,64. En el caso de 
TtPNPII, los soportes iónicos MANAE y PEI, y el derivado de epóxido EC-EP no alteraron la vida 
media; se observaron valores muy similares a los obtenidos con la enzima soluble, y sólo el 
derivado de EC-HFA consiguió duplicar este valor. Finalmente, la inmovilización de TtPyNP tuvo 
efectos positivos claros sobre la vida media, presumiblemente a causa de una estabilización de 
la enzima por el soporte. La estabilidad del derivado inmovilizado en MANAE sufrió una 
pérdida acusada de estabilidad y se perdió la totalidad de la actividad en menos de una hora. 
El derivado aminoepóxido tuvo un efecto moderado sobre la vida media y un aumento en un 
factor de 1,55x, mientras que en el caso de los soportes iónicos Q, DEAE y PEI, estos valores 
aumentaron dramáticamente, ya que se multiplicaron por factores de 13, 16 y 24x, 
respectivamente.  
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Tabla 4.8 Vida media, expresada en relación a la observada para la especie soluble, de las NPs de T. thermophilus 
HB27. Se mantuvo un stock de cada proteína en un baño a 80⁰C y se tomaron muestras en los tiempos indicados 
para disparar una reacción de fosforólisis. Condiciones TtPNPI: 2,5 µg.mL-1 derivado inmovilizado, 2’-desoxiinosina 
30 mM en tampón fosfato sódico 50 mM, pH= 7,0 y 1,4-dioxano 20%, 4’ a 80⁰C; Condiciones TtPNPII: 1 µg.mL-1 
derivado inmovilizado, 2’-desoxiadenosina 5 mM en tampón fosfato sódico 50 mM, pH= 7,0 y 1,4-dioxano 10%, 4’ a 
80⁰C; Condiciones TtPyNP: 0,75 µg.mL-1 derivado inmovilizado, timidina 15 mM en tampón fosfato sódico 50 mM, 
pH= 7,0, 4’ a 80⁰C. Funcionalización de los soportes: DEAE: dietil-aminoetilo; Q: amina cuaternaria; MANAE: 
monoamino-N-aminoetilo; PEI: polietilenimina; EC-EP: epóxido; EC-HFA: aminoepóxido. 
 Enzima soluble DEAE Q MANAE PEI EC-EP EC-HFA 
TtPNPI 1,00 2,95 1,16 2,16 3,60 1,22 3,64 
TtPNPII 1,00 - - 0,91 0,98 0,95 2,08 
TtPyNP 1,00 16,07 12,83 N/D 24,12 - 1,55 
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5 DISCUSIÓN 
 El objetivo fundamental del presente trabajo ha sido la obtención de nuevos 
biocatalizadores de origen termófilo que introdujeran una novedad o una ventaja sobre los 
actualmente disponibles para la síntesis de compuestos de alto valor añadido. Por sus 
características, previamente analizadas en la introducción, las termozimas suponen una 
alternativa interesante a la biocatálisis mediada por enzimas de origen mesófilo. Por este 
motivo, se decidió indagar en la capacidad de once cepas distintas de T. thermophilus para 
llevar a cabo diferentes reacciones de prueba a fin de identificar actividades enzimáticas 
destacables que pudieran escalarse posteriormente a un biorreactor. Tras la elaboración de 
estos estudios preliminares, se decidió que la actividad más interesante de todas las 
observadas era la síntesis de nucleósidos por transglicosilación. 
 
Thermus thermophilus HB27 ES ACTIVA EN LA SÍNTESIS DE NUCLEÓSIDOS POR 
TRANSGLICOSILACIÓN MEDIADA POR TRES NUCLEÓSIDO FOSFORILASAS 
 Las once cepas ensayadas mostraron capacidad de sintetizar nucleósidos por 
transglicosilación entre un nucleósido de pirimidina donador y una base purínica aceptora, 
exhibiendo valores de productividad equivalentes entre ellas. No obstante, teniendo en cuenta 
que las productividades se relativizaron en términos de conversión de sustrato por número de 
células, y debido a que las diferentes cepas podían presentar diferentes estados de 
crecimiento, no se tuvieron en cuenta los valores absolutos para establecer una comparativa 
entre ellas y sólo se compararon las variaciones internas de productividad empleando 
diferentes sustratos. Las cepas no mostraron especificidades de sustrato estrictas, pero se 
observaron ciertas selectividades en cuanto a la base nitrogenada y al residuo glicosídico 
transferido. En lo referente a la base, todas las cepas fueron capaces de utilizar como 
donadores de azúcar tanto nucleósidos de uracilo como de timina, aunque fue con el primero 
con el que consiguió mejores productividades. En cualquier caso, la transferencia fue efectiva a 
purinas sustituidas tanto 6-oxo (hipoxantina) como 6-amino (adenina). En cuanto a la 
selectividad mostrada hacia la pentosa, todas las cepas obtuvieron mayores rendimientos con 
los derivados de 2’-desoxirribosa que con los de ribosa.  
 La productividad fue proporcional a la relación molar de los sustratos empleados 
(nucleósido donador/base aceptora), lo que indicaría que el paso limitante de la reacción 
global se encuentra en la hidrólisis del enlace N-glicosídico del nucleósido que libera la pentosa, 
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o bien que existen diferencias en el transporte de los nucleósidos donadores y las bases 
nitrogenadas aceptoras a través de la membrana bacteriana. En E. coli se han descritos dos 
transportadores codificados por los genes nupC y nupG que introducen nucleósidos en el 
citoplasma mediante transporte acoplado con H+ (Patching y cols., 2005), mientras que las 
bases nitrogenadas se introducen mediante transportadores pertenecientes a las familias NAT 
y PRT (de Koning y Diallinas, 2000). Debido a que el transporte de los nucleósidos está 
acoplado a la disipación del gradiente de H+ y que las células empleadas para la transformación 
se encuentran en estado de reposo, es probable que o bien en el momento de la reacción este 
gradiente esté cercano a la disipación, dificultando el transporte eficiente al citoplasma, o bien 
que parte de los nucleósidos se deriven para la obtención de carbono y energía para la 
formación de dicho gradiente. Como consecuencia del transporte asimétrico de bases 
nitrogenadas y nucleósidos, y debido a la estequiometria 1:1 de la reacción, la concentración 
externa del sustrato de transporte más lento tendría un impacto mayor en la productividad de 
la reacción. En cualquier caso, en la bibliografía dedicada al respecto se describe la necesidad 
de un exceso de nucleósido donador para reacciones catalizadas por NPs (Trelles y cols., 2004; 
Lewkowicz y Iribarren, 2006). 
 Las actividades adenosín-deaminasa (ADA; EC 3.5.4.4) y adenasa (EC 3.5.4.2) catalizan 
la desaminación específica del grupo amino en la posición 6 de la adenina y liberan hipoxantina 
como producto. Estas actividades secundarias, observadas en microorganismos mesófilos 
como en E. coli, tienen un impacto negativo sobre la productividad en la síntesis de 
nucleósidos de 6-aminopurina. Para solventar este problema se recurre al incremento de la 
temperatura de reacción hasta los 60⁰C (Trelles y cols., 2004; Trelles y cols., 2005) si bien esto 
repercute en la viabilidad celular, lo que en última instancia se traduce en una reducción de la 
vida útil del biocatalizador. Estas actividades secundarias se encontraron ausentes en las once 
cepas de T. thermophilus, en la que la transglicosilación de adenina transcurrió sin observarse 
productos de degradación. La búsqueda de homólogos de ADA y adenasa en el genoma de HB8, 
HB27 y PRQ25 (únicos genomas secuenciados de las once cepas) no proporcionó resultados 
significativos. Si estos microorganismos carecen de dichas actividades enzimáticas, o si por el 
contrario son catalizadas por enzimas análogas que no se expresan en las condiciones de 
ensayo no puede ser aseverado, por lo que podría constituir la base de futuros estudios, ya 
que, aunque, en este caso concreto se trata de actividades indeseables, pueden resultar 
interesantes aplicadas a la modificación enzimática de nucleósidos (ver apartado 1.5.1). 
 A pesar del interés de la transglicosilación observada en células enteras de T. 
thermophilus, de su promiscuidad y de la limpieza de la reacción, el empleo de células enteras 
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en procesos biocatalíticos no está exenta de algunos inconvenientes, como es la necesidad de 
mantener unas condiciones estrictas del fermentador para prevenir la lisis celular o la 
desregulación metabólica, o las estrictas condiciones restrictivas de supervisión que impone la 
normativa sobre el empleo de células en la síntesis de fármacos, especialmente para aquellos 
que se administran por vía parenteral. Por ello, se decidió llevar a cabo la búsqueda de las 
enzimas responsables de la actividad observada para su expresión y purificación, y a tal efecto 
se eligió la cepa HB27 para el cribado virtual de su genoma. Esta cepa mostró buenos 
rendimientos en las reacciones de transglicosilación y se trata de una cepa genéticamente 
manipulable cuyo genoma ha sido secuenciado y anotado en las bases de datos (Henne y cols., 
2004). La versatilidad exhibida en el reconocimiento de la base nitrogenada, la preferencia por 
2’-desoxinucleósidos y el carácter acidófilo de la reacción, que transcurrió mejor a valores de 
pH ácidos, suponían indicios de que tras las reacciones de transglicosilación observadas en las 
células enteras podría encontrarse una NdRT, cuyos óptimos de pH se han descrito en rangos 
ácidos (Fernandez-Lucas y cols., 2010; Fernandez-Lucas y cols., 2011). Sin embargo, la 
búsqueda en las bases de datos no devolvió ninguna entrada anotada como tal, y en cambio sí 
se recogieron tres ORFs cuyos productos teóricos estaban anotados como NPs (Locus ID 
TTC0194, TTC1070 y TTC1412), así como tres secuencias adicionales que presentaban posibles 
dominios de unión a nucleósido y transglicosilasa (Locus ID TTC0188, TTC1185 y TTC1491).  
 De los seis clones de expresión en E. coli, cinco dieron lugar a una proteína del tamaño 
esperado, mientras que en el caso de TTC1185 no se observó expresión alguna. Aunque no se 
puede aseverar la causa de esta ausencia de expresión, el hecho experimental es que entre el 
20 y el 40% de las secuencias de termófilos no se pueden expresar en E. coli debido a 
fenómenos de toxicidad o a interferencias en el plegamiento derivadas de la diferencia entre 
las temperaturas óptimas del microorganismo de origen y el hospedador (Jenney y Adams, 
2008). El análisis de la secuencia de TTC1185 empleando diferentes algoritmos como TMpred o 
DAS revelaron una región entre los residuos 36 y 57 con alta probabilidad de pertenecer a un 
dominio transmembrana, que podrían explicar un efecto tóxico del producto de expresión 
durante su plegamiento en el citoplasma de E. coli. No obstante, la predicción no pudo 
acompañarse de una observación experimental, por lo que esta hipótesis posee un carácter 
meramente especulativo. 
 Los productos de expresión se purificaron mediante desnaturalización diferencial por 
tratamiento térmico a 80⁰C. Este método permitió separar por centrifugación los agregados 
correspondientes a las proteínas de E. coli que se habían desnaturalizado y obtener una pureza 
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media del 40%. El rendimiento global de la expresión y purificación osciló entre los 4 y los 8 mg 
de proteína recombinante por gramo de masa celular de E. coli (peso húmedo). 
 Las reacciones de prueba para detectar actividad NPasa en los productos de expresión 
purificados consistieron en el seguimiento de la fosforólisis de una batería de nucleósidos que 
cubrían todas las purinas y pirimidinas naturales conjugadas tanto con ribosa como con 2’-
desoxirribosa. De las cinco proteínas ensayadas, solo las tres que estaban anotadas en la base 
de datos como NPs dieron resultados positivos y mostraron especificidades claras y no 
solapantes: TTC0194 mostró especificidad hacia nucleósidos de adenina (6-aminopurina), 
TTC1070 hacia nucleósidos de guanina e hipoxantina (6-oxopurinas) y TTC1412 hacia 
nucleósidos de timina y uracilo; en cambio, no se detectó actividad frente a nucleósidos de 
citosina por parte de ninguna de ellas. Las tres enzimas reconocieron conjugados de ribosa y 
2’-desoxirribosa, si bien los rendimientos observados con estos últimos fueron mayores. Estas 
actividades estarían de acuerdo con lo observado en los ensayos de transglicosilación 
empleando células enteras, ya que una combinación de las tres enzimas podría llevar a cabo la 
transferencia de pentosas, preferentemente 2’-desoxirribosa, entre todos los nucleósidos 
naturales posibles, a excepción de la citosina, que no es un sustrato para ningún miembro 
descrito de la familia de las NPs. La confirmación de que la liberación de la base mediada por 
estas enzimas se correspondía con una actividad NPasa (fosforolítica y reversible) y no con una 
nucleosidasa (hidrolítica e irreversible) se confirmó por la ausencia de actividad cuando la 
reacción no transcurrió en tampón fosfato sódico (el fosfato actúa como sustrato de la vía 
fosforolítica de las NPs), y se vio reforzada por la observación de actividad sintética en 
presencia de una base libre y una pentosa-1P, en la que las enzimas exhibieron la misma 
especificidad de sustrato que en la fosforólisis. Además, no se observó actividad en los 
controles, constituidos por extractos celulares de clones que portaban el vector de expresión 
vacío, y que habían sido sometidos al mismo tratamiento de calor, lo que puso de manifiesto la 
eficiencia del método de purificación, ya que permite expresar la enzima sin necesidad de 
añadir extensiones de polihistidina o dominios de unión a biotina o maltosa, y recupera una 
cantidad notable de la misma sin comprometer la actividad enzimática por aparición de 
reacciones secundarias mediadas por proteínas del hospedador. 
 Los productos de expresión de TTC0188 y TTC1491 no se mostraron activos en la 
fosforólisis de nucleósidos y, por lo tanto, fueron descartados en futuros experimentos. Estas 
proteínas se habían incluido inicialmente para su clonación debido a que exhibían secuencias y 
dominios similares a NPs. Sin embargo, análisis in silico revelaron que TTC0188 posee similitud 
de secuencia con la enzima futalosina sintasa de microorganismos pertenecientes a los 
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géneros Thermus y Meiothermus. Esta actividad, que forma parte de una ruta alternativa de 
síntesis de menaquinona recientemente descrita, cataliza la fosforólisis reversible de futalosina 
(Hiratsuka y cols., 2008) y este compuesto consta de una inosina conjugada a una molécula de 
corismato, lo que explicaría la existencia de un dominio de unión de purinas similar al de una 
PNP. Por otro lado, TTC1491 se encontraba anotada en la base de datos como una posible 
antranilato-fosforribosiltransferasa. Aunque esta enzima, implicada en la biosíntesis de 
aminoácidos aromáticos, no cataliza una reacción NPasa, poseen similitudes significativas con 
las NPs y por lo tanto se ha incluido en la misma familia que éstas (Pugmire y Ealick, 2002). A 
pesar de que estas dos enzimas, por carecer de actividad NPasa, no fueron objeto de 
subsiguientes estudios en el presente trabajo, su posible aplicación biosintética deberá ser 
evaluada en el futuro. Especialmente interesante es la actividad futalosina sintasa predicha 
para TTC0188 y su implicación en una ruta alternativa de síntesis de menaquinona 
recientemente descrita para algunas especies bacterianas (Hiratsuka y cols., 2008). Las 
enzimas de esta ruta, presentes en microorganismos patógenos como Helicobacter pylori, son 
una diana para el desarrollo de inhibidores específicos (Tanaka y cols., 2011), y la 
disponibilidad de una enzima homóloga en un microorganismo termófilo abriría la posibilidad 
de desarrollar compuestos análogos a los intermediarios de la ruta en patógenos con 
aplicación en el tratamiento de sus patologías asociadas. Otra propiedad descrita para los 
análogos de futalosina ha sido la capacidad de inhibir el crecimiento de líneas tumorales como 
HeLa-S3 (Hosokawa y cols., 1999), por lo que enzimas como TTC0188 podrían servir en un 
futuro como herramientas para la biosíntesis de una nueva familia de compuestos con 
propiedades antitumorales. 
 El hecho de que las NPs de T. thermophilus HB27 muestren selectividad hacia 2’-
desoxirribosa resultó sorprendente, ya que contradice lo observado en las NPs de 
microorganismos mesófilos, donde se observa selectividad hacia ribosa (Pugmire y Ealick, 
2002), lo que podría obedecer a las necesidades energéticas derivadas del entorno extremo 
que habita este microorganismo. T. thermophilus HB27 presenta una extraordinariamente 
eficiente maquinaria de competencia natural que le permite incorporar ADN exógeno a una 
tasa de hasta 40 kB.s-1, por lo que se ha sugerido que ésta podría ser responsable de la 
adaptación a ambientes termófilos mediada por transferencia horizontal de genes (Averhoff y 
Muller, 2010). Una vez incorporado el ADN, éste es descompuesto en 2’-desoxinucleósidos y 
éstos, a su vez, son fosforolizados por NPs, lo que genera una base libre que es reutilizada por 
la bacteria, así como una 2’-desoxirribosa-1P que entra en el ciclo de las pentosas-fosfato para 
generar gliceraldehído-3P lo que permite, a su vez, la obtención de ATP a través de la vía 
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glicolítica. Por lo tanto, una selectividad de las NPs hacia 2’-desoxinucleósidos le 
proporcionaría a T. thermophilus una ventaja adaptativa en un entorno en el que el ADN se 
emplea eficazmente como nutriente.   
 Las proteínas TTC0194, TTC1070 y TTC1412, confirmadas como NPs genuinas, se 
renombraron atendiendo a sus especificidades de sustrato como TtPNPII, TtPNPI y TtPyNP, 
respectivamente. A partir de los datos obtenidos en los experimentos de ultracentrifugación 
analítica se dedujo que TtPNPI era un homohexámero, TtPNPII un monómero y TtPyNP un 
homodímero. Siguiendo la clasificación propuesta por Pugmire y Ealick (Pugmire y Ealick, 2002), 
TtPNPI sería una PNP incluida en el tipo-I, y su estructura cuaternaria estaría de acuerdo con la 
de su homólogo en T. thermophilus HB8 (Tahirov y cols., 2004), mientras que TtPNPII sería una 
excepción a esta clasificación al ser específica de 6-aminopurinas, a diferencia de otras PNPs 
tipo-I que reconocen 6-oxo y 6-aminopurinas indistintamente (Bzowska y cols., 2000; Pugmire 
y Ealick, 2002). Además, resulta sorprendente la configuración monomérica que exhibe esta 
proteína, ya que no se corresponde con la estructura tridimensional de ninguna NP resuelta 
hasta la fecha. De hecho, las NPs con mayor similitud a TtPNPII, como la PNP humana, con la 
que comparte un 46% de identidad de secuencia (Afshar y cols., 2009), exhiben 
configuraciones homotriméricas. Si TtPNPII posee una configuración monomérica en el 
citoplasma de T. thermophilus HB27 o si se debe a un estado artefactual, resultado de su 
expresión en un microorganismo heterólogo o del tratamiento térmico durante su purificación, 
deberá ser objeto de futuros estudios. No obstante, esta enzima presenta actividad en su 
forma monomérica, por lo que una posible forma oligomérica no obedecería a una 
funcionalidad estructural y debería cumplir otro papel, presumiblemente regulatorio. Por otro 
lado, debido a la especificidad mostrada por TtPyNP hacia timina y uracilo, esta enzima 
quedaría incluida en el tipo-II de las NPs. En organismos superiores y en parte de las especies 
del dominio Bacteria se produce una diferenciación en la especificidad hacia estas dos 
pirimidinas, y las actividades UP y TP las catalizan dos enzimas diferentes. Sin embargo, existe 
una forma de NP que reconoce ambas pirimidinas denominada genéricamente PyNP, y que 
hasta este momento solo había sido descrita en H. influenzae (Scocca, 1971) y G. 
stearothermophilus (Okuyama y cols., 1996). Nuestros datos experimentales confirman que en 
T. thermophilus estas dos actividades también están catalizadas por una misma enzima. Tal y 
como se ha descrito hasta la fecha para todas las PyNPs, TtPyNP no reconoce nucleósidos de 
citosina, cuya diferencia estructural con el uracilo reside en la presencia de un grupo amino en 
sustitución de un carbonilo en la posición 4 del anillo de pirimidina.  
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 Los parámetros cinéticos determinados para fosforólisis de los sustratos naturales de 
estas enzimas revelaron que, a pesar del mayor rendimiento observado con 2’-
desoxinucleósidos, éstas enzimas tienen mayor afinidad hacia nucleósidos de ribosa, tal y 
como se puede deducir de los valor de Km más bajos observados para éstos últimos. No 
obstante, la eficiencia catalítica, expresada como la razón kcat/Km, sí fue mayor con 2’-
desoxinucleósidos, excepto para el par uridina/2’-desoxiuridina, que presentaron eficiencias 
equivalentes. Comparando estos valores con los de PNPs mesófilas como las de Toxoplasma 
gondii, Plasmodium falciparium, Homo sapiens o E. coli (Chaudhary y cols., 2006), se observa 
que a 80⁰C las enzimas termófilas poseen afinidades (1/Km) inferiores en dos órdenes de 
magnitud con respecto a sus contrapartes mesófilas a 37⁰C, mientras que su kcat experimenta 
un incremento en la misma magnitud. Esta diferencia en las propiedades cinéticas de las NPs 
de T. thermophilus HB27 se podría explicar por las temperaturas a las que transcurren las 
diferentes reacciones, ya que a 80⁰C la estructura de la proteína es más flexible, por lo que el 
sustrato es reconocido con mayor dificultad como consecuencia del aumento de energía 
cinética del sistema, pero una vez se ha unido, la reacción se ve favorecida por la temperatura, 
lo que se traduce en un aumento de la kcat. Esta hipótesis sería consistente con la similitud 
observada entre los valores de Km de las NPs de T. thermophilus HB27 y las del termófilo G. 
stearothermophilus, obtenidos ambos a 50⁰C (Hamamoto y cols., 1996), así como los 
obtenidos a 37⁰C para la PNP del microorganismo psicrófilo Pseudoalteromonas sp., cuya 
temperatura óptima de crecimiento se sitúa en los 20⁰C (Wang y cols., 2010). 
 Tal y como cabe esperar debido a su origen termófilo, las NPs de T. thermophilus HB27 
mostraron actividad a altas temperaturas, sin que se haya podido determinar 
experimentalmente la temperatura máxima, ya que por encima de los 95⁰C se nos plantearon 
dificultades técnicas inabordables para llevar a cabo reacciones en medio acuoso. No obstante, 
resultó llamativa la gran diferencia entre la temperatura máxima de actividad de estas enzimas 
in vitro con respecto a la temperatura máxima de crecimiento de la cepa de procedencia (hasta 
82⁰C), lo cual supone un indicio de que las tres NPs caracterizadas en este trabajo podrían 
haberse incorporado al genoma de T. thermophilus HB27 mediante transferencia horizontal 
desde bacterias o arqueas hipertermófilas, cuyas temperaturas de crecimiento son cercanas o 
superiores a los 100⁰C. La transferencia horizontal de genes, que es especialmente común en 
cepas del género Thermus debido a su competencia natural, se ha postulado que está en la 
base de la adquisición del carácter termófilo de este género en su divergencia con el género 
Deinococcus a partir de un antecesor mesófilo (Omelchenko y cols., 2005). En cuanto su 
estabilidad térmica, TtPNPI y TtPNPII mostraron una vida media a 80⁰C de 6,3 y 9,2 días, 
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respectivamente, mientras que TtPyNP mostró mayor sensibilidad térmica con una vida media 
de 1,8 horas. La explicación a esta relativa termolabilidad de TtPyNP podría residir en la 
funcionalidad del dímero, propuesta por Pugmire y Ealick (Pugmire y Ealick, 2002), en la que 
parte de los residuos involucrados en la catálisis podría ser aportado por la otra subunidad, por 
lo que el desensamblaje del dímero a temperaturas muy altas conllevaría a la pérdida de 
función. Como ventaja asociada a su origen termófilo, las enzimas retuvieron su actividad tras 
meses almacenados a 4⁰C y mostraron tolerancia a un amplio margen de valores de pH, 
exhibiendo un plató óptimo desde 5,0 hasta 7,0, lo que supone una gran ventaja en procesos 
de biocatálisis en los que la mezcla de reacción sufre cambios en el pH a lo largo del proceso, 
ya que esta propiedad reduce los costes asociados a la necesidad de regulación de la acidez del 
reactor. TtPNPI y TtPNPII mostraron también una gran tolerancia a elevadas concentraciones 
de sal, reteniendo el 100% de actividad a concentraciones de tampón fosfato sódico de 200 
mM. TtPyNP mostró mayor sensibilidad a este respecto, ya que perdió el 80% de actividad a 
dicha concentración, lo que, una vez más, se podría explicar por el desensamblaje del dímero a 
valores elevados de fuerza iónica. 
 
NPs de T. thermophilus HB27 EN LA SÍNTESIS DE NUCLEÓSIDOS CON PROPIEDADES 
TERAPÉUTICAS 
 Los análogos de nucleósidos empleados en ensayos de fosforólisis y síntesis 
permitieron caracterizar aquellas posiciones de la molécula que la enzima necesitaba para su 
reconocimiento respecto a aquellas otras que permitían cierta modificación estructural.  
 Las tres enzimas mostraron gran sensibilidad a las modificaciones estructurales de la 
pentosa y ausencia de actividad sobre compuestos que presentaban ciclos abiertos (aciclovir) o 
sobre nucleótidos (AZT). Cuando el nucleósido estaba formado por arabinosa, un isómero de la 
2’-desoxirribosa cuyo grupo hidroxilo en posición 2’ presenta configuración α, TtPNPII y 
TtPyNP retuvieron un 10% de actividad con respecto al isómero natural. No obstante, esta 
actividad observada por parte de TtPyNP, si bien limitada, se consideró lo suficientemente 
interesante como para ser objeto de mejora por técnicas de evolución dirigida (ver más 
adelante). Esto estaba motivado por el hecho de que los nucleósidos de arabinosa, o 
arabinósidos, originalmente descubiertos en la esponja marina Cryptotethya crypta (Bergmann 
y Feeney, 1950), poseen propiedades antitumorales. Concretamente, el citosín-arabinósido, 
distribuido comercialmente como Cytarabine, se emplea en el tratamiento de afecciones 
hematológicas como leucemia mieloide aguda, leucemia linfocítica aguda o determinados 
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tipos de linfoma (Pigneux y cols., 2007). Los estudios actualmente disponibles acerca de la 
síntesis enzimática de arabinósidos son limitados, y sólo se ha descrito el uso de algunas NdRTs 
(Fernandez-Lucas y cols., 2010) y NPs mesófilas (Scocca, 1971). TtPyNP y TtPNPII serían por lo 
tanto las primeras enzimas termófilas para las que se describe este tipo de sustrato.  
 En cuanto a la flexibilidad en el reconocimiento de bases modificadas, se determinó 
que las modificaciones que definen cada base nitrogenada natural (p.ej., 6-amino para adenina, 
6-oxo para guanina e hipoxantina y 2,4-dioxo para timina y uracilo) resultaban esenciales para 
el reconocimiento por parte de la correspondiente NP específica y que la sustitución o 
eliminación de estos sustituyentes supone la abolición de la actividad enzimática. No obstante, 
se observaron ciertas posiciones en las que las enzimas poseen flexibilidad de reconocimiento, 
lo que tiene un gran interés aplicado. Concretamente, TtPNPII llevó a cabo la síntesis de 2,6-
diaminopurín-2’-desoxirribosa con un rendimiento cercano al obtenido con el sustrato natural 
2’-desoxiadenosina. Este nucleósido análogo, asi como sus derivados, posee aplicaciones 
terapéuticas como el tratamiento de procesos inflamatorios (Renzi, 2010), o como antiviral 
para el tratamiento del VIH (Naesens y cols., 1989). Además, TtPyNP llevó a cabo la síntesis de 
5-yodo-2’-desoxiuridina con igual rendimiento que el compuesto natural 2’-desoxiuridina. Los 
uracilos 5-sustituidos y sus derivados forman una familia de compuestos con múltiples 
aplicaciones, especialmente la inhibición de la metástasis (Miyadera y cols., 2004). La 
promiscuidad de TtPyNP en esta posición podría explicarse a través la función que esta enzima 
desempeña in vivo, donde debe reconocer nucleósidos de uracilo y timina. Para llevar a cabo 
esta doble función, su centro activo se debe configurar de tal forma que permita el 
acomodamiento de un metilo en el carbono 5 del anillo de pirimidina (en el caso de la timina), 
así como otras sustituciones no naturales (p. ej. grupos halógenos), lo que hace de TtPyNP una 
excelente herramienta para la síntesis de nucleósidos de uracilo 5-sustituidos. 
 
NPs DE T. thermophilus COMO BIOCATALIZADOR: MEJORA DE LA ACTIVIDAD Y LA 
ESTABILIDAD 
 Se elaboró un modelo tridimensional de TtPyNP a partir de una estructura homóloga 
en conformación cerrada con una molécula de sustrato unida. Este modelo, apoyado por los 
análisis conformacionales por espectroscopía de fluorescencia, permitió elaborar un modelo 
catalítico de la enzima en el que el reconocimiento del nucleósido se produce a través de la 
base nitrogenada mediante el establecimiento de enlaces de hidrógeno entre los grupos 
carbonilo en las posiciones 2 y 4 del anillo de pirimidina y dos residuos básicos (Arg167, 
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Lys186) y entre la amina secundaria en posición 3 de la pirimidina y el residuo Ser182. Según 
este modelo, la citosina no podría ser un sustrato de TtPyNP ya que posee una amina en la 
posición 4, en sustitución del carbonilo, lo que impide la formación de uno de estos enlaces y 
por consiguiente la unión del sustrato. Técnicas de mutagénesis dirigida como ISM permitirían 
el intercambio del residuo Arg167 por otro capaz de establecer un enlace de hidrógeno con 
esta amina y así revertir la especificidad de TtPyNP hacia la citosina y sus derivados. 
 No se identificó ningún residuo que estableciera una unión directa con la pentosa, ni 
se ha descrito para otros organismos, por lo que cabe suponer que su reconocimiento viene 
dado por un encaje físico en el bolsillo de unión de la enzima y no por una interacción 
específica enzima-sustrato.  
 Este conocimiento adquirido acerca de la estructura y configuración del centro activo 
de TtPyNP se aplicó para tratar de aumentar su actividad frente a arabinósidos, para lo cual se 
siguió la metodología de la evolución dirigida mediante la generación de librerías de mutantes 
simples para doce residuos cercanos al sitio de unión del nucleósido. Previamente se había 
observado que la enzima era diez veces más activa en la fosforólisis del nucleósido en 
configuración β (2’-desoxiuridina) que sobre el isómero α (ara-U), y una inspección más 
exhaustiva del entorno del modelo de TtPyNP reveló la presencia del residuo Tyr165, cuya 
superficie molecular estaba en íntimo contacto con la del carbono 2’ de la pentosa, de tal 
manera que mientras un grupo hidroxilo en configuración β se podría acomodar, la forma α 
invadiría el espacio ocupado por la tirosina (Figura 5.1). Este impedimento estérico podría ser 
la razón subyacente al acusado descenso de actividad observado con este sustrato. Sin 
embargo, ninguna de las variantes obtenidas por mutagénesis dirigida de este residuo conllevó 
un aumento de la actividad, ya que sólo se observaron mutantes inactivos o con actividad 
inferior a la de la enzima silvestre. Lo mismo ocurrió para otras nueve de las doce librerías de 
mutantes que se generaron, en las que sólo se observó un modesto incremento de la actividad 
en las variantes de Met62 (10% frente al silvestre) y Lys360 (30-36% frente al silvestre). El 
hecho de que estos dos últimos residuos fueran los más alejados de la zona de reconocimiento 
del nucleósido podría indicar que los aminoácidos seleccionados poseen una función 
estructural esencial para el correcto desempeño de la actividad enzimática, una idea que se vio 
reforzada tras un posterior alineamiento múltiple con homólogos de TtPyNP, lo que puso de 
manifiesto una fuerte conservación de los mismos. No obstante, y dado que las librerías 
generadas estaban compuestas por mutantes sencillos, deberá valorarse la posibilidad de 
elaborar librerías con dobles mutantes, especialmente Tyr165/XXX, ya que podrían generar 
variantes en las que los desequilibrios introducidos por la sustitución de la tirosina fueran 
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mitigados por la variante introducida en una segunda posición. Sin embargo, debido al tamaño 
de las librerías resultantes, el análisis por HPLC sería inviable debido a su lentitud. Por lo tanto 
se deberá desarrollar un método de cribado biológico que permita una rápida selección de los 
mutantes mejorados. Para ello, proponemos la selección biológica empleando cepas de T. 
thermophilus auxótrofas para uracilo para la expresión de los mutantes. De este modo, las 
variantes con mayor actividad fosforolítica frente a ara-U generarían mayor concentración 
intracelular de uracilo, lo que permitiría a la célula sobreponerse a la auxotrofía. Sin embargo, 
este método posee ciertas limitaciones que deberán ser abordadas, como la selección de un 
medio de crecimiento adecuado para la cepa empleada y el rango de linealidad del método de 
selección.  
 
 
Figura 5.1 En la orientación de Tyr165 en el centro activo de TtPyNP, su superficie molecular se encuentra en 
contacto íntimo con la pentosa del nucleósido. En ésta posición la ribosa, que posee un grupo hidroxilo en 
configuración α (hacia fuera de la imagen) en posición 2’, encajaría correctamente, mientras que el hidroxilo en 
configuración β del ara-U (hacia dentro de la imagen) entraría en impedimento estérico con el anillo aromático 
del la tirosina. 
 
 Como punto final se estudió el impacto que la inmovilización sobre diferentes soportes 
sólidos tuvo sobre la actividad y la estabilidad de las enzimas caracterizadas a lo largo del 
trabajo. Las enzimas reaccionaron de manera distinta a cada uno de los diferentes soportes 
empleados. Así, mientras TtPNPI retuvo cerca del 70% de actividad sobre todos los soportes, 
TtPNPII sufrió un acusado descenso de actividad, e incluso desactivación completa, sobre la 
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mayoría de soportes de unión por interacción iónica, siendo el mejor resultado el obtenido con 
la PEI, que presentó una retención de la actividad del 67%. Debido a la ausencia de un cristal 
resuelto de TtPNPII al que referir esta sensibilidad de la actividad enzimática a la inmovilización, 
a pesar de que se trata de un monómero excepcionalmente estable en su forma soluble, solo 
podemos especular que, dado que la inmovilización posee una direccionalidad determinada 
por la unión de las lisinas de la proteína con los soportes, el centro activo de la enzima podría 
quedar inaccesible para el sustrato, lo que se traduciría en una pérdida aparente de actividad 
enzimática. Por otro lado, TtPyNP mostró sensibilidad a los soportes iónicos y a EC-EP, el cual 
está funcionalizado con grupos epóxido de cadena corta, a la vez que se observó el mejor 
resultado para el derivado inmovilizado en PEI. Una vez más, y debido a la limitada 
información disponible acerca de la estructura de cada proteína, solo se puede especular 
acerca de los motivos subyacente al descenso de actividad observado, pero podría explicarse 
por distorsiones estructurales introducidas durante la interacción enzima-soporte (p. ej. 
interacciones hidrofóbicas iniciales con EC-EP), que dejarían la enzima inmovilizada en una 
conformación inactiva, o bien por la pérdida de flexibilidad que impide el movimiento de 
dominios durante la catálisis.   
 No obstante, y a pesar de la pérdida de actividad observada tras la inmovilización, la ya 
de por sí excelente termoestabilidad previamente exhibida por las NPs de T. thermophilus 
HB27 se vio incrementada de manera notable. La inmovilización de TtPNPI y TtPNPII condujo a 
incrementos relativamente modestos de la vida media a 80⁰C (del 360% y 208%, 
respectivamente), y en estos casos el soporte que mejor resultado obtuvo fue el EC-HFA, que 
está funcionalizado con grupos aminoepóxido. No obstante, el incremento más espectacular 
fue el experimentado por TtPyNP, cuya vida media en su forma soluble se había observado 
previamente a las 1,8 horas de incubación a 80⁰C, y tras su inmovilización en PEI ésta se situó 
en 43 horas. Este llamativo efecto del PEI sobre la termoestabilidad de TtPyNP podría de nuevo 
explicarse por la funcionalidad del dímero propuesta por Pugmire y Ealick (Pugmire y Ealick, 
2002), ya que la enzima soluble se vería rápidamente desactivada por disociación 
termodinámica de la estructura cuaternaria, mientras que al inmovilizarse sobre PEI, que 
forma una malla que envuelve a la enzima, esta disociación se prevendría y se incrementaría la 
vida útil de la enzima.  
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CONSIDERACIONES FINALES 
 A lo largo del presente trabajo hemos identificado y expresado tres NPs termoestables 
del microorganismo termófilo T. thermophilus HB27 que han exhibido una excelente 
resistencia a diversos parámetros fisicoquímicos como la temperatura, la acidez o la presencia 
de disolventes orgánicos. La disponibilidad de tres enzimas cuyas propiedades permiten el 
trabajo en condiciones agresivas permitirá desarrollar nuevos procesos de síntesis en los que 
el empleo de NPs mesófilas se ve limitado o impedido. Asimismo, su resistencia intrínseca abre 
la posibilidad de integrar estas enzimas en procesos mixtos de síntesis química y enzimática 
para llevar a cabo reacciones consecutivas en el mismo reactor, eliminando pasos intermedios 
y reduciendo costes. De este modo, los análogos de nucleósidos que, debido a sus propiedades 
terapéuticas, tienen un gran impacto sanitario, podrán abaratar su precio de mercado y se 
harán más accesibles al público, especialmente en las poblaciones económicamente más 
desfavorecidas. 
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6 CONCLUSIONES 
 Como fruto del presente trabajo se extrajeron las siguientes conclusiones principales: 
1. Once cepas de T. thermophilus exhiben actividad nucleósido sintasa por 
transglicosilación entre un nucleósido donador y una base aceptora. 
2. Se han clonado, expresado y purificado cinco proteínas codificadas en T. thermophilus 
HB27 con similitud con nucleósido fosforilasas. Tres de las proteínas poseen actividad 
nucleósido fosforilasa y por lo tanto se han denominado TtPNPI, TtPNPII y TtPyNP. 
3. TtPNPI es específica de nucleósidos de 6-oxopurina, TtPNPII de 6-aminopurina y 
TtPyNP de uracilo y timina. Ninguna enzima reconoce nucleósidos de citosina y las tres 
son selectivas frente a nucleósidos de 2’-desoxirribosa. 
4. Las tres enzimas son activas a temperaturas cercanas al punto de ebullición del agua, 
mantienen la actividad tras meses almacenadas a 4⁰C y tanto TtPNPI como TtPNPII 
poseen una excepcional estabilidad a 80⁰C y frente a solventes orgánicos. 
5. Mediante ultracentrifugación analítica se ha podido demostrar que TtPNPI es un 
homohexámero, TtPNPII un monómero y TtPyNP un homodímero. 
6. TtPNPII es activa en la síntesis de nucleósidos de 2,6-diaminopurina y TtPyNP en la de 
nucleósidos de 5-yodouracilo, ambos compuestos con propiedades terapéuticas. 
Ambas enzimas poseen también una capacidad limitada para aceptar nucleósidos de 
arabinosa. 
7. Se ha obtenido un modelo tridimensional de TtPyNP que permite explicar su 
mecanismo catalítico. Los aminoácidos próximos a su centro activo son muy relevantes 
para la actividad sobre nucleósidos de arabinosa, siendo tolerados únicamente 
cambios en los más alejados. 
8. Las tres enzimas se han inmovilizado sobre diferentes soportes sólidos. La 
inmovilización lleva asociada un descenso de la actividad enzimática y un aumento de 
la termoestabilidad. El mejor efecto observado es en el derivado de TtPyNP 
inmovilizado en polietilenimina, para el que se ha determinado una vida media a 80⁰C 
de 43 horas, frente a las 1,8 horas observadas para la enzima soluble. 
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